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Microorganismele: cunoscute sub denumirea de drojdii nu formează. 
o unitate taxonomică bine delimitată ^ci reprezintă un 'grup artificial 
complex si heterogen în care sinf încadrați taxoni micotici cu caractere 
relativ intermediare între: organismele procariote. și eucariote, A. 
Drojdiile sint eumicete: (ascomicete) preponderent unicelulare pre- 
zentîind caractere comune (caractere de grup) dar și unele particularități 
prin care se. individualizează, cu valoare: taxonomică, fapt pentru care 
sînt încadrate în unități sistematice (familii, ordine şi chiar clase) dife- 
rite. Definiţia largă, insuficient conturată a dus la includerea în grupul 
drojdiilor şi a unor genuri de fungi la care forma unicelulară, definitorie 
pentru aceste microorganisme, nu este dominantă. = b vives ul pid 
Studiile întreprinse asupra drojdiilor, intensificate în ultimele 
decenii, se. justifică nu numai prin aplicaţiile lor practice în industrie şi 
prin asocierea lor din cele mai vechi timpuri cu progresul si bunăstarea 
omului ci si prin importanta acestor microorganisme ca model experi- 
mental către care şi-au îndreptat atenția cercetătorii din cele mai diverse 
specialități — citologie, microbiologie, biochimie, biologie celulară, 
genetică... cepe PA are pi + d ter: .- I 
'* Drojdiile sint folosite în mod frecvent pentru explicarea sau confir- 


marea unor aspecte fundamentale de biologie celulară si moleculară si în 
special a acelor care deosebesc celula eucüriotá de cea procariotă. Studii 
interesante de biologie, şi genetică. moleculară, dintre care unele încunu- 
nate cu succes, au avut ca obiect de cercetare drojdiile. a Ai m 
„Deşi există ample informatii referitoare la cele mai diverse aspecte: 
ale organizării celulare . şi proceselor. biochimice si genetice obţinute pe 
baza studiilor întreprinse pe bacterii.— ca model „tipic de organizare 
procariotă, adesea nu pot fi considerate ca identice $i pentru tipul de 
organizare eucariot. Din aceste considerente numai studiile pe celule euca- 
riote pot dice la intelegerea proceselor caracteristice acestui tip superior 
de organizare. ^" ^ 0 Mad, i-r | 2 E" 
».Potentialele multiple pe care le prezintă. drojdiile au dus la folosi- 
rea lor. pentru înțelegerea multiplelor aspecte incepind cu originea, evo- 
lutia, compoziția chimică, ultrastructura si rolul fiziologic ale unor orga- 
nite celulare si continuind cu probleme de biologie si genetică moleculará 
cum sint : mecanismul molecular al mutatiilor si. procesului reparator si 
de protectie.a materialului genetic, structura si sinteza acizilor nucleici, 
„codul genetic; reglajul genetic etc: Drojdiile au o largă întrebuințare în 
industria jermentativă.. In: afara unor domenii tradiţionale cum sînt in- 
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dustria de panificaţie, bere, vinificatie, în ultimii ani drojdiile, în special 
din genurile : Saccharomyces, Candida, Hansenula sínt folosite pentru 
producerea pe scară industrialá de proteine, vitamine, aminoacizi, intro- . 
duse în prezent în hrana animalelor, dar cu perspective pentru întrodu- 
cerea lor în alimentaţia omului. | 


Studiile efectuate în ultimii ani asupra drojdiilor industriale au în- 
registrat progrese semnificative, datorită potenţialului lor deosebit pen- 
tru aprofundarea unor aspecte fundamentale de genetică și biologie celu- 
lară, cît şi pentru dezvoltarea unor domenii aplicative de larg interes. 

Metodele de analiză genetică folosite frecvent în studiile de genetică 
au fost perfecționate si completate prin introducerea unor tehnologii noi, 
între care un loc important îl ocupă hibridarea somatică prin fuziunea 
de protoplasti. TUN j | 
-Progresele înregistrate. în izolarea şi fuziunea, de protoplasti au des- 
chis largi perspective pentru ameliorarea drojdiilor industriale, fuziunea 
de protoplaști facilitind obținerea unor. hibrizi intraspecifici, interspeci- 
fici si intergenerici. prin. depășirea barierelor. sexuale și a. eliminării. in- 
compatibilitátii genetice. Loren mam i 

Descoperirea plasmidelor la drojdii a deschis. perspectiva elaborării 
unui sistem de transformare mediată, la drojdii cu înaltă eficiență, prin 
folosirea plasmidelor hibride drojdie-bacterie, capabile. de. a se replica.și 
putînd fi selectate atit.din celulele de. Escherichia coli cât si din cele de 
S. cerevisiae. Transformarea genetică cw. plasmide . hibride drojdie-bac- 
terie face posibilă clonarea genelor eucariote într-o gazdă eucariotă pen- 
tru gene cu. importanță medicală, cum sint, genele pentru insulină, soma- 
tostatină, interferoni etc., deoarece drojdiile prezintă avantaje faţă de 
enterobacterii — între care. lipsa de patogenitate. si. organizarea de. tip 
eucariot care facilitează exprimarea genelor. eucariote. Schimbul genetic 
prin transformarea interspecificá duce la acumularea de gene noi, fapt 
ce contribuie la diversificarea genetică a speciilor. Experiențele de: trans- 
formare au dovedit capacitatea protoplastilor de a incorpora macromo- 
lecule şi diferite particule de tipul /feritinei, latexului, proteine, acizi 
nucleici, virusuri, bacterii şi chiar a unor organite întregi — nuclee, mi- 
tocondrii, cloroplaste. Realizarea cea mai promițătoare este considerată 
hibridarea somatică prim fuziunea de protoplaști, care conduce la elimi- 
narea incompatibilității şi deschide calea spre hibridarea asexuatü inter- 
specifică gi intergenerică. "mw uei 


A crescut, de asemenea, importanţa pentru medicină, ca o consecință 
a extinderii tratamentului antibacterian cu antibiotice . cu spectru larg 
capabile să producă fenomene de disbioză, ceea ce are drept urmare cres- 
terea incidentei bolilor umane determinate de drojdii.. „ia 


' Rezultatele de pînă acum, unele de- dreptul. spectaculoase, atestă 
"cu claritate că cercetările de biologie a drojdiilor, sub toate aspectele, au 
implicaţii importante atit de ordin teoretic, pentru explicarea sau confir- 
marea unor concepte fundamentale ale biologiei, neelucidate sau contro- 
versate, cât şi practic, prin numeroase domenii de aplicabilitate industrială. 

Monografia Biologia .si. tehnologia. drojdiilor este elaborată de 
specialisti care. îşi desfăşoară activitatea . în învățământul . superior, 
in institutele de cercetare şi unităţi de producţie, ceea ce se răsfringe 
pozitiv asupra conținutului superior, uneori inedit, al problemelor dez- 
bătute. În afara problemelor fundamentale, cum sint taxonomia, ecologia, 
citologia, biochimia şi genetica drojdiilor, în lucrare sînt. prezentate .sin- 
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tetic rezultatele obținute de specialiștii români, inclusiv a autorilor pre- 
zentei lucrări, în domeniul tehnologiei, al folosirii drojdiilor în industria 
de panificaţie, bere, vinificatie sau pentru obţinerea proteinelor. Indus- 
tria fermentativă, în plină dezvoltare în toate regiunile ţării, va putea 
beneficia de un ghid preţios nu numai pentru informarea stinjifici a 
numeroșilor specialiști, ingineri, chimisti, biochimiști, biologi care îsi 
desfășoară activitatea în acest domeniu, dar si în activitatea practică de 
producţie. Utile, pentru un public mult mai larg, sînt și cunoştinţele 
cuprinse în capitolul referitor la drojdiile patogene. 

Meritorie, credem noi, este si încercarea autorilor de a defini con- 
ceptul de dr ojdie, atît de muult controversat în literatura actuală de spe- 
cialitate, iar pe baza unor metodologii moderne cum este taxonomia nu- 
merică, de a oferi un tablou succint al taxonomiei gi ecologiei drojdülor. 

Scrisă pe baza unei temeinice documentatii la zi şi a unei îndelungate 
experiențe proprii lucrarea este la fel de utilă învățământului superior si 
institutelor de cercetare cu profil de biologie celulară, genetică sau 
microbiologie. 

Ne exprimăm speranța că monografia „Biologia şi tehnologia droj- 
diilor* — prima lucrare de acest gen care apare în tara noastră si printre - 
foarte puținele existente în lume — va constitui o lucrare de referinţă în 
literatura de specialitate si un spr ijin direct și calificat în activitatea de 
cercetare şi pr oductie. 

Exprimăm cele mai alese multumiti Editurii Tehnice pentru spr i- 
jinul acordat în vederea apariției lucră ării noastre. 


Prof. dr. I. ANGHEL 
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INTRODUCTION 


"^ Microorgánisms, known under the: name of: YARS do not form a well- defined . 
taxonomic unity. but represent a: complex artificial and heterogenous group, inclu- 
ding fungal taxa with intermediary characteristics between  Prokaryotic and eukas 
ryotic organisms, . 

„The yeasts are Eumycetes' (Ascomycetes), genicraly Misena + with: both 
cammon characters (group characters) but. also with some individualising features 
of taxonomic value, being thus included in various systematic unities : (families, 
orders or even classes). The general.definition being insufficiently | established on 
facts, led to including in the yeast group of some fungal in: which the unicellular 
form, the defining feature of these micr oorganisnis, is not prevalent. ` 

The studies carried out on ycasts, intensified in the last decades; are jüstified 
not only by their practical. applications in industry and by their connexion from 
the ancient times with the progress and the welfare of mankind, but also by the 
importance. of these microorganisms as an: experimental model draw the attention 
of scientists working in various research fields - — S d microbiology, bioche- 
mistry, cell biology, genetics. | i 

. ¿Yeasts are most frequently used to explain Or confirm. 'some fundamental 
aspects of cell and molecular, biology, mainly.,of those that reveal the difference 
between ihe eukaryote and. prokarycte cell. Interesting and successful . studies of 
molecular biology and genetics used yeasts as their, research, ob ject. 

Although there is extensive evidence. regarding various aspects. of TENE 
organisation.and the biochimical and genetical processes resulted from the studies 
using bacteria as a typical model of prokaryotic organization; they often can: not 
be considered identical with the eucariotyc type of organization. For these. reasons ` 
only the studies performed on eucaryotic cells may lead to the sassisPine tg of the. 
processes typical for this superior level of organization. 


: Due tot the multiple potentialities- offered by yeasts they are now de in^ 
order to understand multiple aspects, beginning with the origin, evolution, chemi- : 
cal composition, ultrastrücture' and physiological rols of some cellular organelles 
and continuing with problems regarding molecular biology .and genetics, such as 
the molecular mechanisms of mutations and of the reparatory and protection pro- 
cess of genetical material, the Yee magi synthesis of ced ip aa genetical 
regulation etc. b y 


Yeasts are largely used in the (dici tatus industry. Besides some traditional- 
fields such as bakery, brewery and wine. industry, during the last Years , yeasts 
“belonging to thè genra: Saccharomyces, Candida; Hansenula, are used to produce - 
"at an industrial scale proteins, vitamins, amino acids, wich are introduced at pre- 
sent in animal fodder with the prospective of being added to human food. 

The studies carried out in the last years on industrial yeasts recorded signi- 
ficant progress because of their special potential to allow a more thoroughly study 
of some fundamental aspects in genetics and celular biology, a as well as for deve-. 
loping applicative fields of large interest. 

Tiie methods of genetics analyses frequently used in the studies of genetics 
were perfected and completed by introducing some new technologies, among which 
did important place being occupied by. the somatic hybridisation via protoplast 

usion. 
The progress recorded in the protoplast isolation and fusion opened loni 
perspectives to improve the qualities of industrial yeasts, the protoplast fusion 
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facilitating the obtaining of some intraspecific, interspecific and intergeneric 
hybrids by overcoming the sexual barriers and eliminating tbe genetic incompa- 
tibility. 
The discovery of the plasmids in yeasts opened the perspectives to claborate 
'a system of mediated transformation in yeasts of high efficiency, by using the 
hybrid plasmids yeasts-bacteria, able to replicate and „being selected both from 
the cells of E. coli and from those of S. cerevisiae. The genetic transformation 
with hybrid plasmids yeasts-bacteria makes possible the cloning of eucaryotic 
genes into an eucaryote host for genes of medical importance, such as genes for 
insuline, somatostatine, interferon ete, because yeasts present advantages, in! com- 
parison with enterobacteria — such as absence of pathogenity and the eukaryotic 
type of organization — which facilitates the expression of the eukaryotic genes 

The genetic exchange by intraspecific transformation leads to accumulation 
of new genes, contributing to the genetic diversification of species. The experi- - 
ments of transformation proved the capacity of protoplasis to incorporate the 
macromolecules and various particles such as ferritin, proteins, nucleic acids, 
viruses, bacteria and even some organelles — nuclei, mitochondria, chloroplasts. 
<- The most. promising performance. is considered. the. somatic hybridization. by 
protoplast fusion which. elimińates. the incompatibility. and opens up the way to 
asexuate interspecific and intergeneric hybridization. i I M LI nd 
a Ñt is also more and more important for. medicine as a consequence of expanding 
the-antibacteria. treatment, with antibiotics of wide spectrum, able to produce dis- 
biosis phenomena resulting in increased incidence of human diseases induced, by: 
yeasts: Low vipuri iian d x zi Á E. 

zo The- results obtained so.far. some of them, really spectacular prove most 

clearly that yeast. investigation: have important implications from all points 'of 
view, that means. both from theoretical point of view, to explain or confirm some 
fundamental.concepts of biology that are not yet elucidated or are controversial 
and practical. ones, by numerous field of industrial.applicability..  . i s P 
The monography "Yeast Biology and Technology” is edited by specialists 
carrying out their activity in universities, research institutes and productive uni- 
ties, this having a positive impact on the elevated, sometimes! original content .of 
ihe topics under debate. Besides fundamental problems such aș taxonomy, ecology. 
cytology, biochemistry; and genetics of ycasts, the book presents synthetically the 
results obtained by Romanian. specialists, including the authors of the present paper, 
in the field of technology using yeasts in 'bakery, brewery and wine industry or 
in, obtaining proteins. "The fermentation industry developing in all parts of the 
country shall benefit of a valuable handbook not only by scientific information 
useful to numerous specialits, engineers, / chemists, biochemists. biologists working 
in this field, but also to the practical activity in industry.: The. chapter devoted 
to pathogenic yeasts also useful for nonspecialists-as well. i x 

It is also valuable the authoi“s attempt to define tbe concept of yeast sə much 
controversed in the scientific literature, as .weli:as to offer a comprehensive. picture 
of yeast taxonomy-and ecology based on. modern methodologies. such as numerical 
taxonomy. Sorn A | - "niagis ü 68 ath 
-' . Based on an up-to-date documentation: and -on long personal experience, the 
book is equally useful in universities and. research institutes specialized in cellular 
biology, .genetics or mierobiolozy. > AMi TER AZ fe ; 

We hope that the monography *Yeast Biology and Technology", the first book 
of this type published in our country and among the few of the kind published in 
the world, -will become a.reference book in.the scintific literature and a direct 
and competent support.in tbe research and practical activity. e l 
, „We are most grateful. to the- Technical Publishing House for.its. support in 
the.publication of our book. 3 7 bá i 


Prof; dr.'IL.. ANGHEL 


Pe MIE nu C 


er RV 


————dááá—— 


“CUPRINS 


Cuvint înainte ', 
Introduction ` 
„Cuprins 


:1. Citologia Erica 
1.1. Învelişurile celulare 
zd Peretele celular- ; 
1.1.1.1. Compoziţie ' chimică 


1.1.1.2. Biosinteza i pr ra SA n Ine t 
1.1.1.8. Topografia constituentilor: chimici parietali 3 , 
1.1.1.4. Ultrastructura quet 4 WE M c. Es a 
1.1.1.5. Biogeneza d 
1.1.1.6. Regenerarea per retelui celular de, clie ‘protoplasti 
1.1.1.7. Semnificaţia biologică : PETS e 
1.1.2. Plasmalema  . aberri 
Wik aod Ultrastructură 


1.1.2.2. Compoziție chimică 
Matricea citoplasmatică 
1.2.1. Compoziția chimică 
1.2.2. Ultrastructură 
1.2.3 Incluziuni ergastice 
1.2.4. Citoscheletul intracelular "T 
. 1.2.4.0. Microfilamentele.. . . ui: 
1.2.4.2. Microtubulii t ir 
1.3. Ribozomii 
1.3.1. Citoribozomii 
134.1; Caracterizare — 
1.3.1.2; Biogeneza: | 1 
i. Reticulul, endoplasmatic =. 
.5, Aparatul Golgi : 
.6. Lizozomii 
7. Vacuomul 
8. Peroxizomii 
.9. Mitocondria : 
1.9.1. Caracterizare generală 
1.9.2. Ultrastructură 
1.9.3. Aspecte biochimice I 
1.9.4. Organizarea moleculará a. "membranelor. ‘mitocondriale 
1.9.4.1. Organizarea lanțului transportor de electroni 
1.9.4.2. Sisteme de transport mitocondriale 
' 1:9:5. Biogeneza no ge n i | rac 
1. 40, Nucleul . x 
1.10.1. învelișul! diclis E. 
1.10.2. Nucleoplasma 
1.10.3. Cromonemata (cromozomii) 
1.10.4. Nucleolul WR S 
1.10.5. Fusul de diviziune mitram 
.1.11. Citologia ciclului de viață 
^ 11.1. Ciclul mitotic . . 


1.11.1.1. Perioada pr esintetică a ADN -ului (Pre-DN A SymiE is (6) 


PIZ 


Bibliografie 
2. Genetica 
2.1. Introducere . 


EA d 
I ha 


m n 
todo 


.11.1.2. Perioada sinteticá (S) 
.11.1.3. Perioada postsinteticá (G9 
.11.1.4. Perioada mitoticá . 
onjugarea . 

eioza Si dezvoltarea sporilor 
.11.3.1. Consideratii generale 

.3.2. Cinetica ciclului meiotic 
.3.3. Aspecte citologice 

.3.4. Aspecte biochimice si citofiziologice ale sporogenezei 


Le ode 1 Oni a 
ir. lait 
M E rA 


2.2. Ciclul de viatá 


t 


ho to 
Uh E9 


2.6. 


2.7. 
24.1. 


2:2: P. 


2:921. 


2.5.2) 


2.5.3. 


„2.9.4. 
2.5.9. 


Ciclul de viaţă de la Saccharomi yces cerevisiae 

2.2.1.1. Structura locusului de împerechere 

2.2.1.2. Interconversia tipului de împerechere 

2.2.1.3. Modelul casetei 

2.2.1.4. Mecanismele interconversiei' tipului de imperechere 
2.2.1.5. Controlul interconversiei tipului de hys RR 
2.2.1.6. Biosinteza -feromonilor T Bi e 
2.2.1.7. Fuziunea nucleară (cariogamia). 


2.2.2. Ciclul de viaţă la Schizosaccharomyces pombe’ 
. Caracterizarea Qe xc a IA, industriale ce apartin genului 
- Saccharomyces .. : 
. Caracterizarea: tătic a a” drojdiilor de sinteză proteică xt 
. Harta. genetică . . Shox i Mou 

Analiza tetradicá 


2.5.1.1. Íncrucisárile tie bă oki (Axa) 
2.5.1.2. Incrucisári. bifactoriale. NR o 
înlănțuirea centromerilor . A uta aN 
Analiza randomicá a sporilor: . >. i Nob. NNI 
Transferul-.det^eromozomi- 4. we Mom | 
Hărţi de structură fină - 
5 5. 5.1. Harta structurii fine a genei, Ga pi i 
5.5.2. Harta genetică a genomului mitocondrial de s. cerevisiae 


edu -mutagen şi ab la 


2.6.1. 


2.6.2. 


Procesul mutagen . . Pr 

2.6.1.1. Izolarea înuiemtali A wow? 

2.6.1.2. Tehnici de îmbogăţire a frecvenței mütatiilor 

2.6.1.3. Caracterizarea. mutantelor Eve. RM 

2.6.1.4. Bazele moleculare ale mutagenezei 

Procesul reparator: . 

2.6.2.1. Mutantele deficiente in reparare si principalele grupe epi- 
statice ce controlează repararea DO Wy omn . 

2.6.2.2. Studiul biochimic al reparării 

2.6.2.3. Inhibarea procesului de reparare 


Mutageneza si repararea in genomul mitocondrial 


Mutantele ` petite > . 


: 2.7.1.1. Inducerea mutantelor petite 


M LT 
24.9. 


2.8. 


2.7.1.2. Identificarea mutantelor petite 

2.7.1.3. Mutantele petite supresive 

2.7.1.4. Mutante petite nucleare RIAM residen BRE eR - 
2.7.1.5. Genetica mutantelor petite  . Tii. | c 
Alte tipuri de mutante mitocondriale (mit, syn-, min) e 
Rezistenta la antibiotice : pp mec 


Caracterul Killer 


2.8.1. 


42. 


n: 29 
7 394. 
293. 


Caracterul Killer la drojdiile ` de vin. si. bere , 
Determinismul genetic al caracterului Killer. à; 

2.8.2.1. Particulele virale 

2.8.2.2. Controlul genetic al mentinerii genomului viral x 
2.8.2.3. Producerea si mecanismul de actiune al toxinei Killer 


Recombinar ca genetică 


Recombinarea intragenicá - Pyar, Cobi abo m Ea 
Recombinarea intergenică . . .. . aT A Pad 


2.9.8. Inducerea recombinárii mitotice ín celulele ' sincronizate mo uueor3 


2.9.4. Controlul genetic al recombinării mitten, E EN 33». 279 

Mise Conversia genei  . -'. subi i pi C. 9 

DI foOXR5PIS Proprietăţile. conversiei, genei. 4s pulpa. 7.4292 

2.9.5.2. Co-conversia .. PR Eee m. X Le 298 

2.9.5.3. Conversia genelor. adiacente: oinean 4454. oe 

2.9.5.4; Conversia intracromozomalá + i. Er Blaga 5 2. M35 

2.9.5.5, Fidelitatea :conversiei. ree i Sasa 37385 

2.9.5.0. Asocierea dintre conversie ‘si crossing- over tik ^U 286 

29,6. Influenţa unor factori fizici și PIC ere aceaste ami 286 

Bibliografie. :selectiva .. «X 2 Ox 7 afud cetei rane atit lada 295 

.3. Fiziologia:dnojdiMoN; n aie] cL riecht eub: vier T RID 309. 

3.1. Introducere . j 303 
3.2. Relația dintre fermentatie si respirație (efectul Pasteur Și „efectul 

crabtree“) : DA Eos. S RESP EU ERN NE 

3.3. Necesitáti nutritive si de dezvoltare . . RR AMTIEERDOLM, 85,8 .— '.306 

3.3.1. Surse de carbon . PU TELE. Bride un - mif Luis E cir 

3.3.1.1. Fermentarea glucidelor "uc Ee FIO y apr co acides 

3.9.1,2 Befinentâţia selectivă. SL LA Le. Vom EP edm 

.  98,3.1.3. Metabolismul oxidativ s SE ui Ta WE. neanio-d fb diemoat 

3.9.2. Surse de azot, 7.4. 4. dpud WR adim. IT a a A 

3.3.2.1. Surse de azot anorganic Pera ^ un altre Are] 

3.3.2.2. Aminoacizi .. . PI SUR, am. apei Me a 1505; 

3.3.2.3. Amestec de aminoacizi L CU ID TA ai ure 31 

3.3.2.4. Peptidele . .. eo Oculi uy 3 pn, le rero Bs renta 

3.3.2.5. Alte surse de azot 9 AW e PR eue, NL ema ui 

3.3.2.6. Excretia compușilor cu azot EUM. d uU EE UE TU m D 

jS, XISurseederzSesfor intro penye Nu Vr ED d amos NS 

3.3.4. Surse de sulf . . l | xt de 31 

23.9. Influenţa. elementelor minerale asupra creşterii drojdiilor EN 

3.9.6. Factorii de crestere : ESD, sp moin EDUC IO eem gene; 

; ves Necesitütile in factori de crestere Y: iat D oso] 


3.3.6.2. Carbohidrati de rezervá, grásimi si fostati "amas ue DI OPES 

3.3.6.3. Surse naturale si handuit ie de: nüjrientkrut ous avali« alea 

3.4. Absorbtia soluţiilor . . a Wo MOM Fd n o NL DOC Wen ui 
3.4.1. Absorbtia zaharurilor . zi sata gti XN 
3.4.1.1. Caracterele generale ale absorbției zaharurilor M EATS 20 

3.4.1.2. Inhibitori ai absorbției Saco Arr a Sa asi 


l 3.4.1.3. Reacţia de transport ... . me inugipirea) mE 
3.4.2. AUSOLDtial ATEI OACIZI ON e pia a ap 
WASHA Dsorbtiá''acizilógf ogg aci en NEN TH Ne. la HE TEM 09333 
3.4.4. Absorbtia cationilor monovalenti . . nt "ast 
3.4.4.1. Absorbtia ionilor de K+ legată de metabolism , | 334. 

3.4.4.2. Absorbtia ionilor de K+ in legáturá cu difuzia anionilor 
organici .. SĂRI TERM VETTURA T CAPO 
34.43. Schimbul de ioni K^—Hz . . . . a dL Plyokral*d 385. 
3.4.4.3. opyCHWglalea transportului, Le VUES. "Loo. S v. ".29 396 
3.4.4.5. Mecanismul absorbtiei XE re Pee aT bes east Y MP ES) 
3.4.5... ADsorbijăeaMionilor, bivalenfi, o9. Loa Teiu vem 1337 
9, LOADS ya ganlor anorganici 2. 10. . Lo 1. 2 ToS. L2. Sia 
3.4:6.1$. A'bsbrbfia*:anioriülür fosfat. or, UN, SUNSET Lu 12 3998 
3.445.2. MSorDtia anionilor sulfatasde 152. ms. MOEPVIM. Pana VALLSSB 
|: 3.46.3. Absorbtia nucleotidelor . . TOM aci UE, 
3.4.7.. Rolul enzimelor localizate la suprafața celulelor PPR 352339 
3.4.8. Eliminarea compușilor daa metoda ci? Lares ME ey, b. pi. A dez 
Bibliografie selectivă Pa Cd aN Pa cabe em S Lr au 
4. "Drojdete apr ORI 6 EE E LAM RE IM I E rc 1945 
4.1. Introducere . c do ato rum oce PIE ee coit *445 
4.2. Clasificarea drojdiilor aree TDEPReysS Arlu .mt^ bx Poris 
4.3, Recoltarea materialului patologic . . Pa caiet e a 
4.4. Examenul micologic al materialului prelev at ue odor lie 4 
4.4.1, Semnificaţia patologică a candidei la examenul direct 3. 2 E d 
442. Diagnosticul cu ajutorul -culturilor . . A, pe NL en xU 
..4.4.2.1. Însămînţarea materialului. patologic a d ains fA utt JN a 


4.4.2.2. Semnificaţia prezenţei candidei în culturi .  . . . 349 
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:4.5. Genurile de drojdii care -cuprind specii patogene 
4.5.1. Speciile genului candida "rper dw yore 
4.5.1.1. Identificarea speciilor de candida wie. 


4.5.1.5. Leziuni. clinice provocate de ciupercile levuriforme din . 


genul candida . .. 


4.5.1.3. Diagnosticul de candidoză  . . - . : : UR 
4.5.1.4. Incidenta diferitelor. specii de candida în leziuni .. 
4.5.1.5. Cîteva date privind tratamentul candidozelor .... 
4.5.1.6. Măsuri profilactice ^ . . .  . 5- 0 3 


4.5.2. Cryptococcus neoformans ` 
4.5.3. Pityrosporium orbiculare .' .'. 


4.5.4. Torulopsis glabrata (Anderson, 1917; Lodder si De Vries, 1938) — 
4.5.5. Trichosporun cutaneum (Beurmann, Gougerot si Vaucher, 1909 ^" 


l Ota, WIZOWE AS. 5 
5.5.6. Rhodotorula 
Bibliografie selectivă . . 


1. CITOLOGIA .DROJDIILOR. 


N. TOMA 


“Celulele drojdiilor, graţie multiplelor particularităţi morfo-anatomice, 
eco- -fiziologice și genetice au devenit de multă vreme modele experimen- 
tale preferate si eficiente pentru cercetárile de biologie celulará. Unele 
descoperiri. neaşteptate din ultimii ani, cu profunde implicaţii teoretice- 
fundamentale si practice-economice, justifică interesul mereu jn creştere 
al specialiştilor față de acest grup de microor ganisme. 


Drojdiile se numără printre primele organisme la care s-au obținut 
protoplaști si regenerări de pereţi celulari. Utilizarea, protoplaștilor de 
drojdii in hanipulările genetice, vizînd producer ea de hibrizi parasexuali, 
constituie un domeniu de mare perspectivă; Cunostintele actuale -referi- 
toare- la organizarea, biogeneza și semnificaţia funcțională‘ a peretelui 
celular au fost furnizate îndeosebi de investigarea acestui înveliş celular 
la diferiți taxoni de drojdii. : 


Gama largă de posibilităţi de manipulári flziologiée si mice la 
drojdii a fácut ca aceste microorganisme sá constituie un model valoros 
"si pentru studiul relaţiilor structural-functionale ale plasmalemei cu pe- 
retele celular, pe de o parte, si sistemul endomembranic, pe de altá parte. 


Unele drojdii (de exemplu Saccharomyces, Candida) manifestă o mare 
labilitate a metabolismului lor, putînd trece cu uşurinţă de la oxibioză 


la anoxibioză ; aceste virtuti oferă șanse unice pentru studiul relaţiilor 
structurá/functie (de exemplu, organizarea condriomului/respiratia ce- 
lulară). | 

O altă particularitate majoră a inültor specii de drojdii, de un deo- 
sebit interes teoretic fundamental constă în aceea. că aceeași celulă di- 
ploidă, în funcţie de. factorii ecofiziologici, se poate divide fie mitotic, 
fie meiotic, furnizind astfel date inedite referitoare la reglajul genetic. De 
.un real interes sînt, fără îndoială, Si modurile particulare de diviziune 
şi conjugare. 

Studiul citologic al drojdiilor nu este numai un scop în sine, ci se 
repercutează adînc $i asupra altor sisteme - biologice. eucariote. Pornind 
de la acest deziderat, al extrapolării informaţiilor, din vasta literatură 
de specialitate ca și din investigaţiile personale au. fost selectate datele 
cu o mai largă rezonanţă științifică referitoare la citologia drojdiilor. 
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Fig. 1, Schema organizării unei celule de: 


drojdie (S. cerevisiae): cm — cicatrice 


mugurală ; G —.corp : : Golgi ; ; In — în- 
velis nuclear prevázut cu pori (ságeata) $ 


iPl — invaginári “plasmalemale ; L — in- 


cluziuni lipidice ; Lz — lizozomi; Mt — - 


mitocondrie ; N — nucleu; n — nucleol ; 
Pe — perete celular; Pl — plasmalemá ; E 
RE — ; reticul endoplasmic ; Ms — vacuolă. 


"desfăşoară: 


1.1. INVELISURILE CELULARE 


Organizarea arhitecturalá com- 
plexă ca si potenţialul functional 
major 'al învelişurilor celulare, 
care interferează cu toate proce- 
sele biologice fundamentale ce se 
la nivel celular, au 
determinat ca structurile de gra- 
niţă să devină de multă vreme un 
subiect privilegiat- al biologiei 
celulare. şi moleculare, inclusiv al 
imunologiei. ; 

Celula drojdiilor (tig. 1 ṣi 2), 


. similar, cu ĉea a eucariotelor vege- 
tale, prezintă. “două învelişuri - -— 
peretele celular şi plasmalema — 


care, desi se individualizează ket 
unul de altui din punct 'de vedere 
fizic, chimic si arhitectural, înde- 
plinesc funcţii în bună! parte ase- 
mănătoare | sau complementare. 
Proprietăţile protective, reglatoare 


(selective), informationale etc. sint 


rezultatul intimei cooperárii func- 
tionale între aceste E structuri 


de suprafaţă. 


| Fig, 2. Imaginea electrono-microscopică a celulei de S. ce- 
revisiae dec oes dupá o dublá fixare cu Laser pe 
-hidá şi OsQ,: x^ diis 


In: — înveliş aporna 


-Mt —: mitocondrie ; 


:N — pN» 


ia ok — perete celular ;- pln — porii învelişului nuclear ; 
RE — reticul endoplasmic. 


7144. PERETELE CELULAR 


Investigatiile. vizind structura. fizico- chimici: a peretelui. celular al 
drojdiilor. au avut la bază utilizarea unor tehnici. variate ca: electrono- 
microscopia, . imunochimia, histoautoradiografia, digestia enzimatică, cul- 
tura in vitro à protoplastilor etc. Aceste metode ` au fost aplicate pe pereţi 
celulari intacti sau pe fragmente parietale. izolate. si pur ificate: prin centri- 
fugare fracţională. Modificările secvențiale: ontogenetice au fost relevate 
prin analiza celulelor aflate în diferite etape ale ciclului vital: de cres- 
tere vegetativă, înmugurire, conjugare și sporulare. Cele mai multe date 
au fost obţinute prin investigarea unor tulpini de tip sălbatic ; unele mu- 
. tante cu perete celular modificat s-au dovedit a fi de un real folos, fur- 
nizind date inedite. Tehnica regenerárii: peretelui celular de cátre pro- 
toplasti s-a constituit intr-o metodá curentá de lucru datorită aportului 
său informaţional cantitativ și calitativ remarcabil. "i 

O concluzie generalá care se desprinde din aceste studii este că pe- 
retele celular al drojdiilor. are o structură fizico-chimicá si organizare 
arhitecturalá inconfundabilă, care variază însă, uneori pregnant, în func- 


tie de specie, stadiul ontogenetic. si de influența unor factori ai mediului 


ambiant sau de condițiile de cultură în laborator. Prin activitățile ` sale | 
metabolice şi polimorfismul antigenic, peretele celular al drojdiilor se | 


aseamănă cu cel al „bacteriilor Bram-pozitive; desi organizarea se pare a- 


fi mai simplificată, 


E 1. I L COMPOZIȚIE CHIMICA - 


În titi detadi: structura chimicá a sivalisuelor Gelifiame s-a Bu: 
curat de o atentie particulară - în speranţa ca pe măsura descifrárii sale 
să fie elucidate o serie de fenomene strins legate de peretele 'celular ca : 
receptia si transmiterea informațiilor, reacțiile- dè poera agluti- 
narea, flocularea etc. 


Investigatiile din acest domeniu au relevat în egală măsură unitătăa 


si diversitatea biochimică a peretilor celulari ai' 'drojdiilor. Unitatea este 
asigurată. de: omniprezenţa la diferiți. taxoni a trei componente majore : 


glucânul, mananproteinele si chitina, care împreună reprezintă peste: 900% 


din subsanfa uscată a peretelui celular. Tabloul biochimic este comple- 


tat de prezenţa unor cantităţi mici şi variabile de lipide, enzime, cationi ^ 
divalenti și a unui procent considerabil de apă (tabelul M y 


l “Tabelul. 1 


“Compoziţia chimică a peretelui celular 
' de la Saccharomyces cerevisiae 
ae Northcote si Horne, id 
Constituentul chimic . dus din! RC Mac Used 

Maman dpi sina dig: 
Glucan ^ 28,8. 
Proteine 13,0. 

Lipide 85 - 
Chitiná -1,0 

Nitrogen 24 \ 


Fosfat ^ OIS 
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Diversitatea este consecinţa modificării raporturilor cantitative $i a 
structurii particulare a unora din componentele chimice parentale. Va- 
riatii biochimice pot apárea chiar la aceeași tulpină în funcţie, de condi- 
tiile de cultură si etapa ciclului vital. Un exemplu elocvent în acest sens 
îl constituie celulele de Saccharomyces cerevisiae, care în faza logarit- 
mică de creştere sint mult mai sensibile la acţiunea B-glucanazei, com- 
parativ cu cele din culturile aflate în faza staţionară. Aceste, metamor- 


fozări biochimice, uneori drastice, ale peretelui celular, au repercusiuni 


majore. asupra potenţialului său funcţional şi al celulei. în general, de 
care, atit cercetătorul cît si practicianul, trebuie să ţină seama. Datele 


"privind biochimia. peretelui celular sînt de un real interes pentru imu- 


— 2, 


nologie şi taxonomie. i s M aiiiar, f: = 
Glucanul. Este o. polizaharidă complexă, omniprezentă printre drojdii, 


a 


Toate investigaţiile de pînă acum au dat rezultate negative privind 


prezenţa glucanului la suprafaţa celulară. Ca urmare, testele imunochi= . 


retelui celular de drojdii... ; 

Structura sa microfibrilară sugerează. că principala funcţie a gluca- 
nului este scheleticá. Interactia sa cu alte substanţe chimice parietale 
poâte duce la apariţia unor funcţii noi sau la potenfarea componentelor 
ataşate. Faptul că numai o. parte din glucanul parietal este susceptibil la 
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hidroliză acidă blindá denotă că Á 
glucanul este strîns conexat cu. 
celelalte componente chimice pa- 
rietale.. <<. | ! | ` 
Manoproteinele. Reprezintă | 
cea de a doua componentă chimică 
majoră a peretelui celular de la 
drojdii cu funcţii multiple si com- 
plexe (structurală, informațională, 
imunitară, protectivà etc.) Mole- 
culele de manoproteine din pereţii 
drojdiilor se caracterizeazá prin- 
tr-o accentuată heterogenitate de- 
terminată de gradul de polimeri- 
zare al unităţilor manosil, de. 
tipurile de legături ce se stabilesc,  / 
de prezenţa si a altor tipuri de re- 
ziduuri ozidice si -de modul de 
complexare cu alte tipuri de mo 
lecule. ~ 
Molecula manoproteinică (fig. 3) 
prezintă un ax: principal în care. 
reziduurile rnanopiranozice sînt 
legate w—(l1—>6) şi numeroase. 


lanțuri "latérale cu legături G- ^ ^ 
4—(1—2).- O. particularitate ma- inp Me «aul 
joră a componentei carbohidrate ^ | o 

a manoproteinelor din peretele 4 SA AA 
celular de S. cerevisiae este dife- eH A LAS 
rențierea lanțului polizaharidicin- > n, o #o Aj 
r-un miez („core“) şi lant perife- t ral fă n as 
ric (extern). Miezul Age ai i N „Pro teste Ad, Y 
lizeazá prin faptul cà unele lan- e oi dle Ms 
furi laterale sînt atașate la axul Pu PA 
principal prin legături x—(1—3) A 


şi prin aceea că prima unitate 


manosică este linkată 8—(1— 4) Fig. 3. Molecula manoproteică : 


ye ; SY lege A — reprezentarea schematică a structurii 
la. unitatea di-N-acetilchitobiozá. ` unei molecule de manoproteine; B si C 
lezul manoproteinelor din pere- — detalierea unor sectoare definitorii, 


tele celular al drojdiilor este iden- | | Ms 
tic în privinţa multor trăsături structurale cu oligozaharidele similare 
din glucoproteinele mamiferelor (Reading și colab., 1978; Chapman și 
Kornfeld, 1979). (fig. 4, 5). Pare rezonabilă ipoteza potrivit căreia această 
Structură, care pînă acum a fost găsită numai la eucariote, să îndepli- 
nească o funcţie proprie acestor organisme l Pe, 
Lanturile carbohidrate ale manoproteinelor sint principalele imuno- 
Bene (fig. 6) cind celula in toto sau fantome celulare de drojdii sint in- 
Jectate unui lepure, iar- in cazul lui S. cerevisiae manoza terminală 
9-(1— 3) linkată este imunodominantă (Balou, 1970). Antiserul cu această 
specificitate poate fi utilizat pentru: aglutinarea celulelor nemodificate, 


2 — Biologia și tehnologia drojdillor — cd. 31 
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Fig. 4. Str uctura componentei carbohidrate din: manoproteinele pasti 
celular de la S. cerevisiae : 


M — manoză ; GNAc-N — acetilglucozaminá ; Asn, Ser, Thr = amino- 
| acizi. . 
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Fig. 5. Structuri "reptezentative pentru . componenta polizaharidică | 
= “a manoproteinelor drojdiilor : 


A, Kluyveronces brevis; B — S. cerevisiae ; Cc. ST italicus: 
|^ 2 —$0 D ESK lactis. 


(CR epe et 
| ra m 


UA hang C D 


Fig. 6. Str ucturile parţiale ale unor determinanti imu- 
"nochimici importanti ‘din manoproteinele drojdiilor : 
A — S. cerevisiae mutanta mnn; B:/—.8. cerevisiae ::. 
mutanta mnn si K. brevis; C — S. cerevisiae mutanta 
4nnn2 ;D — K. lactis. Regiunea recunoscută de anticorp TES 
este indicatá de linia curbă. SI i 


„celule mutante, cu:antigene de` su- 


r 


2—(1—6) linkat. pr 


imbogàtindu-se: -astfel cultura. cu o 


prafatá alterate (Raschke- si „colab. 
1973) (fig. T). | 


O transformare uimitoare a | 
imunochimiei de suprafaţă „apare la Ls s vtr 
unele mutante manoproteice, care X Ro —— LS: 
este corelată cu schimbări în struc- ` En | 
tura unităților laterale fosfodiesterice., 


'5-Aglutinină ^ b. 
Din cercetările de pînă acum rezultă UM $5 
că nici una dintre mutantele mano- b A 
proteinice obţinute nu prezintă al- betur 
teratii in structura axului principal - ir YATAN Complex. — un 
Put | aris Fig. 7. Model de: aglutinare sexualá la 
Fosfatul | din , manoproteinele H. wingei.(düpi C. E. Ballou, 1983). 

peretelui celular este sursa ma-. . ^. Box tat s TA [i 
jorà a sarcinilor electrice negative: de, pe. suprafaţa celulelor de. drojdiii 
(Balou 11982). E vafe MI ED SR AIT ELAN e cr EX S Y 
. Peretele celular de la S. pombe contine galactomanan, (care repre- 
zintă pînă la 140, din substanţa uscată), a cărei moleculă ramificată este 
formată dintr-un ax principal constituit din reziduuri de manopiranoză 
cu legături x-(1 — 6) şi lanţuri laterale de manopiranoză legate s-(1— 2), 
ce poartă, de regulă, terminal, mai rar intercalate unități galactozilice . 
nereducătoare “(Bush 'si ^colab., 1977). Prezenţa galactomananului ín 
S. pombe: sugerează rolul. său' în procesul de'fisiune,celulará. ; A 46 

. Kolarowa si colab. (1973) au relevat diferente specifice, . calitative 
intre mananii serotipurilor A şi.B. Natura polimorfică a manoproteinelor 
a “permis discriminarea tulpinilor de. drojdii pe baza proprietăţilor lor 
imunochimice. Investigaţiile imunologice au relevat că imunogenul prin- 
cipal 'este porţiunea carbohidratà a .manoproteinelor din peretele intact 
a căror: capacitate imunogenică variază în limite largi. Unii dintre acești 


determinanţi par a fi specie-specitici. Un exemplu in acest sens jl con- 


stituie imunogenii de la Klityveromyces care posedă. N-acetilglucozamină 
x-(1— 2) linkată. La alte specii, terminal, apare manoza «-(1—- 3) lin- 
lată, în bună parte “ca, structură glicosil-tosfo-diesterică, path” 
„Deşi identificarea” determinantilor imunochimici la drojdii este încă 
sumară, datele de pînă 'acum sugerează că aceștia au o structură com-. 
parabilă cu cea a antigenelor bacteriene. Brera "ec AN 
A Proteinele. Ca parte integrantă a pereţilor celulari ai drojdiilor, pre- 


zenta proteinelor a fost de multă vreme. dovedită ; experimentind . pe 
unele specii, de Saccharomyces, Eddy (1958) a reuşit să elibereze din pe- . 
retii celulari izolaţi, prin acţiunea papainei; un complex manan-proteic. - 


La rîndul lor, Nickerson și colab. (1961) au demonstrat cá este posibil 


Si se extragă un complex polizaharidic din pereții. celulari, izolaţi .de . 
Candida albicans. Cercetările ulterioare au certificat „prezenţa proteine- 
lor în pereţii celulari ai tuturor. drojdiilor, care s-au dovedit .a fi con- 
stant covalent linkate cu componentele polizaharidice parietale. - 


Dee i a e : Hre 

„Avind in vedere proprietățile intrinseci ale proteinelor, topografia. 
3i intima lor conexiune cu polizaharidele parietale, se apreciază că aces- ) 
tea joacă un important rol atit arhitectural, contribuind. decisiv la'struc- | 
turalizarea. peretelui celular, cît. și morfogenetic; Din “pereţii celulari ai 
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drojdiilor au fost izolate si unele. enzime ca : invertaza' externă, fosfataza 
acidă, aminopeptidaza, endó-G-(1 — 3)-glucanaza, unele proteaze și per- 
meaze (Fleet si Phaff, 1979). Complementul enzimatic parietal menţionat 


^ sugerează desfăşurarea la nivelul acestei substructuri de la suprafaţa. ce- 


lulei, a unor lanţuri metabolice specifice, in bună parte legate de bio- 
sinteza compuşilor chimici de la acest nivel și de fenomenele de trans- 
port al substanţelor. Dintre enzimele constant depistate în .peretele ce- 
lular al drojdiilor, mai bine cunoscută este invertaza externă, care. s-a 
dovedit a fi o manoproteină dimericá.de 270 000 daltoni. 50%% din greu- 
tatea totală a enzimei este Teprezentată de reziduurile de manoză legate 
la partea proteică prin asparagină (Trinble și. Maley, 1977). Componenta 
carbohidrată poate. fi eliberată prin digestie cu N-acetilglucozaminidază, 
rezultînd o subunitate proteică de 60 000 daltoni. şi, lanţuri polizaharidice 
de două clase dimensionale. Analizele extensive au sugerat că circa;.2/3 
din lanţurile carbohidrate ale moleculei de invertază formează miezuri 
oligozaharidice cu lanţuri periferice foarte scurte, iar restul de 1/3 con- 
stau' din miezuri cu lanţuri periferice lungi, formate din circa o sută de 
unităţi de manoză. Lanturile lungi par a fi expuse pe suprafaţa proteinei, 


" deoarece ele :sînt îndepărtate relativ ușor prin digestie cu endoglucoza- 


—- 


minidazá, în timp ce lanţurile mici pot fi pliate în interior şi, astfel, 
protejate de acţiunea enzimelor.À | — E j dandi. 


Complementul. proteic parietal cuprinde și. unele imunoglobuline pre- 


parate din invelisuri celulare, ale tipurilor de . împerechere a şi x: de 


S. cerevisiae. Imunoglobulinele izolate de la un tip celular de impere- 
chere s-au dovedit a avea un efect, inhibitor asupra: morfogenezei ; celu- 
lelor tipului opus, de împerechere, dar nu alterează desfăşurarea. normală 
a diviziunii. Imunoglobulinele responsabile pentru. această inhibitie au 
fost absorbite atît de celulele vii, intacte, a. Si. o, cit şi de celulele omorite 
prin căldură, demonstrindu-se astfel cá situsurile (receptorii) de legare 
a imunoglobulinelor sint expuse pe suprafaţa, celulei şi nu sint specifice 
tipului de împerechere. (Merkel şi, colab., 1987). in arsenalul de receptori 


proteici parietali se. includ, aşadar,- si acei care recunosc factorii de.con- 


+ .jugnre a şi x, Rezultatul interacției acestor. feromoni peptidici secretați. 


7. > nele tipurilor de împerechere « si, respectiv, a, cu receptori parie- 
A o cifici este apariția, unor modificări morfologice si fiziologice pre- 


( 
K 


i 
y 
i 


con. W 've'(cresterea celulelor, amplificarea aglutinárii sexuale, forma- 
rea 1e; protuberante ("shmooing") în zona apicală a celulei s.a. În pe- 
retii c-luielor de S. cerevisiae sint localizati.si receptorii pentru toxina 
killer (Ballou si colab., 1980). AS dm qm 

Chitina. A fost detectată, utilizindu-se teste variate.(de acetilare al- 
calină parţială, diagrama de difracție in raze X, spectrul de. absorbţie 
în infraroșu etc.) în pereţii celulari ai. multor specii de drojdii (de exem- 
plu, Hansenula, Pichia, Zygosâecharomyces, . Saccharomyces, Candida, 
Nadsonia s.a.). Chitina este o aminopolizaharidá cu molecule lineare con- 


stituite. în exclusivitate din reziduuri de  N-acetilglucozamină legate. 


G-U -> 4). Lanturile lungi au o greutate moleculará comparabilă cua ` 


celulozei. Chitina. din pereţii celulari, ai drojdiilor are, de regulă, caracter 
amorf. Chitina. cristalină formează o. unitate, celulară care este ortorom- 
bică (1— 4,76 "A; b = 10,28 Å ; c==1825Â), conținînd patru reziduuri 
de N-acetilglucozaminá, Chitina este negativ. birefringentă, (semnul bire- 


fringentei fiind legat de: prezenţa unor lanţuri laterale drepte şi paralele) ; 
rezistenţa sa la hidroliză acidă .este::explicată de Foster și Stacey (1952) 
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” ca datorindu-se hidrolizei: legáturilor amidice din lanturile laterale acetil- 


aminate, care lasá expuse grupele amino-cationice. 
in general, chitina reprezintă circa 10/ din substanta uscată a pereți- 


Ys celulari* ai: drojdiilor care înmuguresc si de trei ori mai-mult la for- |. 


mele fisionabile.si miceliene. Variatii cantitative: considerabile apar chiar 
între “specii ale aceluiași gen. Astfel, pereţii celulari de la Candida pseu- 
dotropicalis-și C. guiller mondi contin o cantitate mult mai mare de chitina 


comparativ, cu. C; albicans, C. krusei, C. tr 'opicalis, S. stellatoides si C. pa- — 


rapsilosis (Lyon si Domer, 1985). Se apreciază că la drojdiile care înmu 
guresc chitina este localizată în cea mai mare. parte sau chiar în exclu 
sivitate la nivelul cicatricei mugurale ; septul transversal primar ce separă 
celula mugurală de celula-mamă este. constituit: numai din această ami- 
nopolizaharidă Helenski și colab., 1983). Hy ed 

„În general, chitina pare a fi 'complexată (sau Ai puţin în strinsá aso- 
ciatie). cu glucanul din peretele celular. Această idee a fost sugerată de 


faptul că chitinaza hidrolizează eficient chitina din peretele celular numai 


în prezenţa .8-(1 — 3)-glucanazei. Hidroliza: poate avea loc si în absenţa 
glucanazei, dar cantitatea de; N-acetilglucozamină eliberată este totdeauna 
inferioară comparativ cu cea rezultată în urma hidrolizei combinate (Lyon 
Si Domer, 1985). Complexarea chitinei cu: glucanul în cadrul stratului in- 
tern al peretelui: celular de Candida a fost sugerată şi de cercetările ultra- 
structurale ale lui Paulain si colab. (1978). | 


D, 
Chitina'are un important rol structural; “prezența ei conferă pereți- G 


lor! celulari o deosebită rezistență Ja. acţiunea unor agenţi fizici, chimici 


si biologici. Agi. a 


Lipidele. Prezenţa materialului! lipoidal în pereţii celulari de drojdie. 


a fost:semnalată pentru prima dată de' Nickerson (1963) care a discutat si 
rolul său posibil arhitectural comparabil cu cel al complexelor lipopro- 
teice din perétele celulei bacteriene. Cercetările extensive ulterioare au 
relevat omniprezenta, complexitatea si heterogenitatea structurală a lipi- 
delor parietale. Din pereţii celulari ai diferitelor specii de drojdii au fost 


izolate următoarele tipuri, de lipide ::mono-, di- si ‘trigliceride, esteri ste- - 
rolici, acizi graşi liberi Si. fosfolipide, Există diferente pregnante calita- 
tive şi cantitâtive între genuri, specii si chiar tulpini ale aceleiaşi specii. 


Se..pare. că pereţii sporilor! contin o 'cantitate mult : mai mare de lipide 
comparativ cu celulele. VEDE tabiiren ceea ce le conferă acidorezistență şi 
hidrofobie. T val oret" tini 


“ Constituenti anorganici. Dispunem; de relativ puţine date :eferitoare 
iu constituentii anorganici ai peretelui celular. Pe lîngă apă, a: cărei pon- 
dere „variază considerabil, în special, în funcţie de tipul celular: (adică, 
celulă vegetativă în curs de creștere si multiplicare, matură: sau îmbă- 
trînită, celulă ascogenă, celulă ascosporală etc.), peretele celular al. droj- 
diilor. contine unii cationi divalenti (de exemplu, Ca?" si Mg?*) si ionul 
fosfat, care se leagă de diferite componente organice. parietale, realizînd 
punti complexante (de exemplu, ionul fosfat este constant: legat de unele 
Blicoprotefag parietale). 

“Muthumar și Nickerson (1985): apreciază cá ionii de.'Ca?t reglează 
dieci irmi, dovedindu-se necesitatea lor pentru cr esterea hifelor. 
Absența ionilor de Ca?* determină reversia ciupercii la forma de drojdie. 
Reglarea comportamentului dimorfic poate să apară prin: diferente cantita- 


tive subtile spaţiale si temporale, nu numai a Ca2+ ci si a altor substanţe 


în zonele de INED a peretelui celular. 


21: 


K 


1.1.3, BIOSINTEZA POLIZĂHARIDELOR à 


. Numeroase date experimentale au demonstrat cá nucleotidele glucidice 
pot fi precursori reali.ai unor tipuri: de polizaharide, fiind din punct de 
vedere termodinamic. mai eficient decit fosfoglucidele sau oligoglucidele. 
Astfel, 'o' enzimă izolată și purificată. din pereţii celulari de drojdie s-a 
dovedit a cataliza încorporarea uridindifosfat-N-acetilglucozaminei într-o 
aminopolizaharidă insolubilă, Produsul- era “neîndoielnic un polimer al 
^.N-acetilglucozaminei cu: legături B-(1 —> 4), 'sensibil la chitinază. Pornin- 
‘du-se de la UDP-glucoză s-a reuşit, de asemenea, sinteza de glucan, a 
cărei insertie are loc în vîrful de creştere. Liza fibrilelor de: glucan- are loc 
la acelaşi nivel ca; şi: la nivelul septului in: prezenţa .2-deoxiglucozei, ceea 

ce va permite insertia unui nou material şi, respectiv, detașarea celulei 
 mugurale.  . aer îi b ^ 5 Min oco fl nta 

: Faptul. că preparate speciale de lizat protoplasmatic de. drojdii cata- 
lizeazá áncorporarea manozei din. GDP-manozá, rezultind. o. substantá in- 
solubilă in apá, constituie-un nou argument al rolului nucleotid-glucidelor 
si în biosinteza mananului; Analiza produsului de reacţie prin acetolizá:si 
cromatografie. pe hîrtie a;condus la concluzia că manoza, a- fost încorporată 
atît în, lanţul principal (axial) x-(1 —— 6) linkat, cit si în lanţurile laterale 
cu legături: 4-(1 —>'2)..Lehle şi Tanner (1974) au arătat cá. manoza, mano- 
bioza si manotrioza pot funcţiona ca acceptori de imanosil din^GDP-ma- 
noză. Această descoperire. pare. cu atit mai interesantă dacă avem în 
vedere cá Ballou şi colab. (1974) au obţinut o serie de mutante la, drojdii 
“care sintetizau un manan defectiv. Ei au arătat că fiecărei mutante îi 

lipseşte una din transferazele necesare pentru lanţurile laterale. 

Dacă în privinţa precursorilor specifici .:pentru . sinteza diferitelor 
polizaharide parietale există printre, specialişti . o. opinie relativ unitară, 
în privința localizării complexelor. enzimatice implicate în acest proces 


D j 


persistă unele puncte de vedere divergente... 


. . In general, implicarea ' lipidelor! în sinteza polizaharidelor sugerează 
cá. complexele sintetazice 'sint incorporate în/sau. înconjurate: de cito- 
membrane.. ! 749 e EAM D EO 
„Cercetările: electronomicroscopice, corelate cu cele " histoautoradio- 
grăfice $i de fractionare a preparatelor. speciale în gradient de densitate, 
pledează pentru implicarea mai: multor organite şi 'substructuri celulare 


în biosinteza polimerilor glucidici parietali. | | 

= Imvestigaţiile orientate în această direcţie au relevat implicarea plas- 
malemei în sinteza cel puţin a polizaharidelor cristaloide: ce formează 
componenta microfibrilará a peretelui celular (de exemplu, glucanul, 
chitina). Este acum clar că: plasmalema posedă majoritatea locurilor pen- 
tru enzimele 'ce intervin în sinteza glucanului si chitinei. Analiza atentă 
a replicilor diferitelor feţe de fractură ale plasmalemei a permis citologilor 
să evidentieze structuri fibrilare asociate cu agregate de particule intra- 
niembranáre proeminente pe fata P. Aceste observaţii au condus la cot- - 
cluzia cá particulele reprezintă complexe enzimátice . (plucansintetaze, 
chitinsintetaze), aparatul de:.sintezd al polizaharidelor fibrilare, aparat 
care 'se poate mişca in bistratul lipidic gratie activităţii elementelor cito- - 
scheletului (microtubuli,.plasmofilamente) atașate pe fața internă a: plas- 
malemei. La nivelul acestor complexe enzimatice: are: loc atît polimeri- 
zarea hexozelor (glucoza, N-acetilglucozamina), cât şi. 'asocierea polime- 
rilor (glucan; chitină) în curs de, formare în structuri microfibrilare. După 
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Maurer (1980), or tatete: concentrate în arii hexagonale sint inactive 
din punct de vedere biosintetic si caracterizează plasmalema celulelor 
in faza staționară de creștere ; active sînt numai particulele izolate, ran- 
domic' diseminate in plasmalemă, așa cum apar la celulele din culturile . 
aflate în faza logaritmică” (exponențială) de creștere.” 


Întrucît sinteza chitinei este discontinuă” pé parcursul ciclului, celular, 
pare logic, a se considera că în celulă există un mecanism care poate 
declanşa, intr-o perioadă strict delimitată si într-un loc specific, biosin- 
teza acestei polizaharide. Sînt implicaţi în acest. proces doi factori proteici 
cu acţiune antagonistă care interacționează programat | cu zimogenchitin- 
sintetaza diseminată relativ uniform în membrana “plasmatică. Factorul 
activator pare a fi o protează prezentă la nivelul unor. structuri vezicu- 
lare. Actionarea chitinsintetazei are loc prin. fuzionarea veziculelor care . 
contin factorul inductor cu membrana plasmatică. și o dată cu 'aceasta 
scindarea proteoliticá: a zimogenchitinsintetazei.. Factórul inhibitor are o 
localizare: citosolică si funcţionează ca-un mecanism de siguranţă, neutra- 
lizind . acţiunea. factorului activator. “Inhibitorul, izolat din celulele de 
S."cerevisiae, s-a: dovedit'a fi o proteină (protează) et greutatea molecu- 
lară de circa 2 500 daltoni, care nu contine triptofan, arginină si amino- 
acizi cu sulf ṣi care se leagă strîns de factorul activator. Inhibitia. sintezei 
de chitină prin exces.de protează a fost: demonstrată și | de NET cercetári 
ex perimentale. 

Localizarea separată a zimogenului, Dn A deitesbsi si inhibitor 
demonstrează valoarea compartimentării complexelor. biochimice functio- 
nale. Din datele de pînă acum rezultă cu claritate că pentru obtinerea 
unui efect localizât, sine qua non pentrù procesele morfogenetice nor- 
male, este absolut necesară separarea spaţială a componentelor : unui 
sistem, sechestrarea lor în diferite organite sau substructuri metabolice 
celulare. Condiţii speciale pot conduce la eliberarea nespecifică a pro- 
teazei şi, ca urmare, la generalizarea activării  chitinsintetazei. 

Celulele tipului de împerechere a tratate cu factorul ix prezintă o 
creștere a activităţii chitinsintetazei si o: distribuţie difuză. a chitinei în 
zona de creştere a peretelui celular stimulată de feromoni (Schekman 
si Brawley, 1979; Merkel si colab., 1987).. O modificare similară este 
indusă de factorul. y ini distributia sj secretia fosfatazei acide. La aceste 
modificári se adaugă și-o alterare a raportului glucan/manan si o schim- 
bare imunologică în structura mananului (Lipke și Ballou, 1980). 

Mecanismele sintezei si secretiei mananproteinelor din peretii celu- 
lari ai drojdiilor sint si mai lacunar íntelese. Datele furnizate de cerce- 
tárile histoautoradiografice corelate.cu cele de fractionare a preparatelor 
speciale in gradient de densitate, pledează pentru o sinteză a mananpro-. 
teinelor in spaţiul citoplasmatic, în special la nivelul reticului endoplas- 
mic, fapt susținut de echipamentul enzimatic specific asociat acestui 
organit si de modificarea drasticá a acestuia cind celulele trec din faza 
staționară în cea logaritmică de creştere. Complexele 'mananproteice sin- 
tetizate sînt transportate spre exterior prin intermediul veziculelor ge- 
nerate de profilurile reticulului endoplasmic. Nu este exclusă posibilita- 
tea ca, la nivelul. peretelui celular, mananproteinele secretate să sufere 


modificări suplimentare, prin complexarea . cu. alte componente chimice, 
structural-funcţionale parietale.. 
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1.1.1.3. TOPOGRAFIA CONSTITUENTILOR CHIMICI PARIETALI 


După identificarea si caracterizarea principalilor compuşi chimici 
parietali, cercetările au fost direcționate în sensul descifrárii topografiei 
fiecăruia şi a interrelaţiilor posibile care conduc la organizarea generală 
structural-functionalá a peretelui celular. În acest scop au fost utilizate 
variate tehnici practicate în microscopia electronică cu transmisie. si in 
baleaj, imunochimia (utilizarea anticorpilor . specifici si ai lectinelor), 
histoautoradiografia, digestia enzimatică etc. o7, PLEBE 

Rezultatele pot fi sumarizate în cîteva consideraţii generale şi anume : 
.. ,— la majoritatea speciilor de drojdii manoproteinele sint localizate 
in stratul (zona) extern al peretelui celular; ele au fost. detectate, de 
asemenea, în cicatricea muguralá ca şi pe suprafata protoplastului în curs 
de regenerare a peretelui celular ; | - 


„.—.glucanul! din peretele celulelor vegetative este localizat: prepon- 
derent în stratul intern ; partial este totuşi accesibil pe fata externă a 
peretelui celular. Ca urmare, dacá avem in vedere segregarea spatialá a 
celor douá polizaharide majore, peretele celular.al drojdiilor.apare stra- 
tificat (fig. 8) ;. M e Momue Y tue 

—.chitina este concetratá la nivelul cicatricei: mugurale, unde for- 
mează un inel de bordură cuprins între două straturi de glucan. La tul- 
pinile cdc24 crescute la temperatură nepermisivă, chitina se acumulează 


pe suprafaţa. peretelui celular, iar la celulele la care creşterea este sti- 
. mulată cu ajutorul feromonilor, in zona de creștere, zone care. indică reac- 


tivitate crescută a antigenului manoproteinic ; . | 

.— Ja toate speciile de drojdii mananul şi glucanul:sint strîns legate 
la proteine, formînd complexe glicoproteice ; proteinele. ocupă o, poziţie 
intercalará si au rol de solidarizare acelor două polizaharide majore parie- 
tale (Lyon si Domer, 1985). dd E i $i dicte 


C 
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Fig. 8. Model ‘de organizare moleculară a învelişurilor 
celulare (perete celular. şi plasmalemá) la drojdii : 

. EP — enzime periplasmice;: G — glucan; M — mano- 

“proteine; P4 — plasmalemá ; ‘Pe — perete. celular ; 
PI — proteine integrale ; PP — proteine periferice. 


24 


1.1.1.4. (a IESI UGTURA 


JUBiraskzdctora peretelui celulelor de drojdii a fost amplu: investigată 
NN Baa -se atit celule intacte cit si pereţi celulari izolaţi sau regenerati 
de protoplasti. Analizele comparative au relevat caracterul dinamic si 
polimorf al acestui invelis celular. Aspectul electrono-microscopic al pere- 
telui celular se modificá in ontogeneză şi variază în funcție de specie si 


tipul celular. 

Peretele celular are o grosime cuprinsă între 150 şi 250 nm, iar în 
imaginile electrono- -microscopice ale ultrasecţiunilor „apare mai adesea 
bi- sau  tristratificat,. mai rar multistratificat (fig. 9). Structura aparent 
laminará í a pereţilor de drojdii poate rezulta atit din parametri fizici cit si 
din diferente chimice. Segregarea spatialá a principalelor componente chi- 
mice parietale — mananproteinele spre. exterior si glucanul spre inte- 
rior —— induce aspectul bilaminat al peretelui celulelor normale de la 


pi ui 


4 Fig. 9; Ultrastructura peretelui celular: ^ m uns 


Aşi B.— ultraseețiuni care relevă aspectul tristratificat al. peretelui celu-, 
lar atit la S. cerevisiae (A) cit si la C. robusta (B); C — sector din pere- 
tele celular de S. cerevisiae tratat timp de 48 de ore cu endo-f-(1— 3)- 
. glucanază ; se observă cicatricea muguralá (cm) formată dintr-un | material 
amorf si fibrilele de glucan, componente ale peretelui. celular ; cm — cica- 
trice muguralá ; fb — fibrile de glucan ; Mt — mitocondrie ; N — nucleu; 
Pc — perete celular ; ; RE — reticul endoplasmic ; Sı — strat 'extern,. pislos ;- 
S, — strat median "format din manoproteine ; S4 — strat intern format 
din glucan cu caracter fibrilar; sd — sept de diviziune ;; V — vacuole.: 
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Va E L " Cm 
marea majoritate a speciilor de drojdii ascomice. Cele două lamele au o 
dezvoltare relativ uniformă ; cea externă, formată în principal din ma- 
nanproteine, are. o densitate electronică superioară celei interne constituită . 
din glucan şi chitină. Orientarea diferită a fibrilelor de glucan în stratul 
intern poate conduce la apariţia unor. lamele suplimentare Pereţii: celulari 
de. la Candida albicans prezintă un aspect imultilaminat : (citeva straturi 
uniforme ca grosime dar diferite din punct de vedere al densităţii elec- 
ironice la care se adaugă o lamelă mai groasă (de circa 10 nm) :electron- ` 
luminoasă (Bazzola.si colab., 1986). — VW RN fi Auf 
"Un aspect tri- sau chiar multilaminat prezintă si peretele celular de 
la nivelul cicatricei mugurale, ceea ce se corelează cu structura chimică 
si fizică particulară a acestei formaţiuni. ^ |. rb wi 

În imaginile scaning, suprafaţa externă a peretelui celular apare, de 
regulă, netedă. La C. albicans apare un strat.subtire pufos (fibrilar) care 
se. extinde peste.cicatricea muguralà si tubulii:germinativi imbinindu-se 
la locul de contact dintre celule (Hubbard si Sullivan, 1985). Acest strat a 
fost evidenţiat, de asemenea, în imaginile electrono-microscopice ale 
ultrasectiunilor (după o. postfixare cu KMnO,). si ale replicilor, confir- 
mîndu-se veridicitatea sa. Stratul pufos pare a avea un important rol în 
aderarea (fixarea) celulelor de substrat. | ca ce | 
“învelișul extern  electron-dens al aseosporilor de Saccharomyces 
ludwigii relevă regiuni mai îngroșate indicind că suprafata este rugoasă. 
Replicile criofracturilor au confirmat prezența pe suprafaţa ascosporilor | 
a unor noduli neregulat-spatiati, relevind totodată existenţa unei stran- 


gulatii inelară subecuatorialá. : 


Ín contrast cu suprafata externá, cea internă este puternic ornamen- 
tată, prezentînd riduri proeminente ; numărul și mărimea ridurilor depind 
de stadiul de dezvoltare ontogenetică şi' starea fiziologicá a celulei. 

Pereţii transversali sau septurile dintre celulele-mamă și. fiică, de 
regulă foarte subţiri, nu mai prezintă o structură lamelară. E 

Analiza atentă a imaginilor electrono-microscopice ale peretilor 
celulari de la diferite specii de drojdii (fig. 10) a condus la concluzia cá 
polizaharidele. parietale se prezintá sub douá aspecte diferite : amorfá si 
cristaloidă (fibrilará) Componenta amorfă este constituită în principal 
din mananproteină (mai puţin din chitină, lipide etc.) și este segregată 
în zona externă, în timp ce componenta fibrilară este formată în exclu- 
sivitate din glucan si este localizată în zona internă, unde formează o 
rețea densă de microfibrile intersectate si solidarizate între ele şi cu 
celelalte componente structural-functionale parietale. Cercetárile elec- 
trono-microscopice (Kopecka si colab., 1970) corelate cu cele de difractie 
in raze X (Koch si Koch, 1972) au condus la concluzia cá unitatea struc- 
turală fundamentală a componentei fibrilare este fibrila elementară cu o 
grosime dé circa 6 nm, constituită din molecule lineare de glucan 8-(1 — 3) 
şi B-(V—6)dlinkat... . ^ dd: eryMO TOS SAC v luna 
^  QCabib (1975) avansează ideea unei structuri mozaicate a peretelui 
celular potrivit căreia glucanul si chitina formează o reţea structurală (o 
structură scheletică) înglobată într-o, matrice constituită din manan-pro- 
teine, glucozamină și lipide. - . "m | 
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Fig. 10. Imagini electronice relevind componenta fibrilará, glucanică a pere- 
| telui celular: No x să 
A — sector din peretele celular nativ după tratare cu f-(1 > 3) glucanază;. 


B, C si D — rețele de microfibrile glucanice generate pe suprafaţa proto- 
plastilor (după Kopeska, Ctvrtnicek, Necas, 1967), 


1.1.1.5. BIOGENEZA 


^o- 


. Datorită cunoștințelor lacunare referitoare la organizarea arhitectu- 
Tralá a peretelui celulelor de drojdii, există puţine certitudini referitoare 
la schimbările structurale care apar în timpul creșterii celulei, formării 
și separării mugurilor. | | 

Diversele modele preconizate se bazează pe capacitatea de expansiune 
a peretelui celular în creştere, pe întinderea fibrelor de glucan sau pe 
acţiunea atenuată a enzimelor hidrolitice (adică a 8-glucanazelor). Dacă 
se admite cá componentele parietale sînt cross-linkate prin legături disul- 
fitice înseamnă că proteazele şi disulfid-reductazele au o mare importanţă 


în expansiunea peretelui celular. i 


Pentru inițierea formării mugurelui este absolut necesară o creştere 
localizată în afară a peretelui, iar septarea (separarea) celulei mugurale 
de celula-mamă presupune depozitarea ordonată a chitinei Şi manopro- 
teinelor (Cabib si Farkas, 1974). ` 


Cresterea peretelui celular. Utilizarea unor precursori marcati ai glu- 
canului a demonstrat că pereţii celulelor ovale de S..cerevisiae cresc numai 
la capete, La celulele deS. pombe; care au două capete bine definite, depo- 
zitarea materialului marcat este, da asemenea, strict localizată la unul sau 
ambele capete. Administrarea 2-deoxiglucozei, inhibitor al biosintezei 
glucanului, va determina apariţia unor rupturi în peretele din regiunea 
„capetelor, confirmind depozitarea localizată a polimerilor glucidici nou 
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sintetizati, responsabilă de expansiunea peretelui si creşterea celulei in 
general (Ballou, 1981). | 
Formarea mugurelui. Este un proces morfogenetic complex cu. o 
strictă localizare în timp si în spaţiu. O celulă normală de: S. cerevisiae 
poate inmuguri de circa 20 de ori, asa. încît înainte de a-şi pierde viabili- 
tatea aproape întreaga suprafaţă celulară este acoperită cu; cicatrici 
mugurale (fig. 11). nu ; 
Înmugurirea este iniţiată numai după ce:celula a atins o anumită 
dimensiune ; duplicarea. organitului asociat nucleului (NAO) reprezintă, 
de asemenea, o prerecuzită "pentru debutul înmuguririi. “Celulele de 
S. cerevisiae neinmugurite din faza staţionară posedă un singur NAO de 
la care radiază microtubulii fusului intranuclear, iar uneori şi microtu- 
bulii extranucleari ce se extind spre regiunea de înmugurire. Spre sfir- 
situl perioadei G}, NAO începe să se duplice, proces care se desávíirseste 
in timpul perioadei S. NAO-duble, învecinate, se observă numai în, ce- 
lulele cu muguri mici si persistă cel puţin 30%% din durata ciclului de 
înmugurire. Observațiile realizate pe o tulpină mutantă (cdc4) au. relevat 
că înmugurirea este însă independentă de replicârea ADN-ului.  :;. 
Debutul ontogenezei. unui nou mugure este marcat, așa cum rezultă 
din cercetările autoradiografice si prin colorare fluorescentă, de aseme- 
X nea, de depozitarea localizată de material parietal. ' * 
S Nt 1n celulele de tip sálbatic ovale sau elipsoidale primul mugure apare 
in regiunea de curburá maximá, iar cel de al doilea, adiacent primului, 
la haploizi si in poziţie diametral opusă la diploizii. În. diviziunile suc- 


„Fig. 11. Stadii succesive ale procesului de înmugurire la S. cerevisiae : 
A — îngroşarea peretelui la nivelul colului dintre celula-mamă si mugure; ` 
. B. — dezvoltarea centripetalá a septului primar; cu depunere succesivă de:: ` 
material polizaharidic care constituie septul secundar ; C — celulă mugurală 
complet formată, în curs de detaşare de celula-mamă, lăsînd la locul de , 
" desprindere catricea mugurală ; cm — cicatrice muguralá; c — col; m — 
o5. iiu! mügure; sp — sept primar ; ss — sept secundar. - 
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cesive ulterioare modelul este menţinut. Excepțierfac celulele de Saccha- 
romyces ludwigii şi Trigonopsis ludwigii la care mugurii emerg prin ci- 
catricea :muguralá şi respectiv. prin apexurile: celulei triangulare.: 


Aşa după cum s-a menţionat, formarea unui nou mugure este prece= 


datà.de: duplicarea: 'NAO'si biogeneza unor microtubuli care se extind de 
la acest organit pînă -la plasmalemă din regiunea de emergentà mugurală. 
Se presupune că acești microtubuli pot fi o componentă a unui „aparat“ 
ce. specifică locul înmuguririi,. determină transportul direcționat: de: ma- 
terial parietal si migrarea ulterioară a nucleului celulei-mamá sau nu- 
mai cel al viitoarei celule-fiice în spaţiul mugural.. Paralel cu. diferentie- 
rea acestui aparat, de. transport, se consiată o. puternică, expansiune a pro- 
filelor reticulului endoplasmic: materializatà si prin formarea unui mare 
număr de vezicule care.se presupune a contine polimeri sau precursori 
ai polimerilor . parietali ca și enzime. litice şi. ligaze implicate în expan- 
siunea peretelui celular. După, opinia. lui Cabib (1975), veziculele: decela- 
bile. în. imaginile, electrono- -microscopice ale replicilor si ultrasectiunilor 
au neîndoielnic un, important potential informational ` MiSpou la aspec- 
tele moleculare ale biogenezei mugurelui. E 


Cercetarea biochimică a unor culturi Moo teas de S. cerevisiae a 
demonstrat cá celulele din faza. logaritmică de creștere au un. conţinut 
mult superior de glucanazá si unele: proteaze, comparativ! cu celulele din 
faza staţionară; De aici concluzia că într-o primă etapă  veziculele trans- 
locate spre exterior contin initial o mare cantitate de enzime litice (hi- 
drolaze). Secretate, aceste enzime vor determina într-o primă etapă o lizá 
parţială a: peretelui celular in zona de înmugurire, ceea ce duce la mă- 
rirea plasticitátii (elasticităţii) peretelui celular si permite insertia unor 
noi componente. chimice (structural-functionale). Consecinta. acestor fe- 
nomene este emergenta peretelui celular in aria, respectivă, deci debutul 
formării unui. nou mugure.. Acţiunea liticá.a glucanazelor continuă, se 
pare, pînă la deplina maturitate. a celulei mugurale. Unele glucanaze pot 
fi.excretate în mediul de cultură ; aceste :enzime pot fi responsabile pen- 
tru'liza observată în prezenţa 2-deoxiglucozei, cînd sinteza polizaharidică 
este inhibată și, ca urmare, balanţa normală între ruperea. KESHO legă- 
turi si. formarea altora noi este alterată (Cabib, 1975). | 


„O dată; declanșat, procesul de: edificare a mugurelui continuă prin 
mărirea continuă a: suprafeţei invelisuriior celulare (perete si plasma- 
lemă) si a masei. plasmatice proprii. Mugurele tînăr are o formă eliptică ; 
pe măsura maturizării sale el devine treptat tot mai asemănător cu ce- 
lula-mamă. Pe baza acestor. observaţii s-a concluzionat că. extensia: pere- 
telui celular are loc mai întîi (exclusiv sau preponderent) în zona api- 
cală, fiind urmată de cea ecuatorială, fapt susținut si de grosimea re- 


lativ uniformă a peretelui mugural. încorporarea apicală a glucanului în ` 


etapele primare! de geneză a mugurelui a fost dovedită si de cercetările 
autoradiografice de înaltă i GAR En celule de S. cerevisiae si S. Adha 
cultivate pe medii cu glucoză SH. 


„Rezultate similare au fost. obtii ve Şi în ikta mananului. Mu- 


gurii tineri de S. cerevisiae colorati cu fluoresceiná conjugată cu conca- 


valina A prezintă în mod constant pete întunecate în regiunea apicală, 
în timp ce mugurii: bine dezvoltați (aproape maturi) relevă astfel de pete 
în regiunea istmului dintre: celula-mamă şi” celula mugurală, indicînd 


locul de: formare a septului secundar. Farkas și colab. (1974), pe baza - 


cercetărilor histoautoradiografice în- care a. fost . utilizată. manoza SH, 
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ajung la concluzia: cá încorporarea  manozei este uniformă pe "întreaga 
suprafaţă a peretelui celular la mugurii tineri, preponderent apicală la 
cei aflaţi într-un stadiu intermediar de dezvoltare, iar la cei aproape de 
maturizare, apicală si lateral-ecuatorială. Cu aproape două decenii in 
urmă, Chung și colab. (1965), utilizînd anticorpi iluorescenti, găsesc că 
expansiunea noului perete celular se realizează printr-o creștere! rapidă 


la nivelul bazei mugurelui. | T META. A 
Extensia peretelui celular în timpul înmuguririi este intens corelată 
cu ciclul de diviziune celulară. | AEST. C 

Septarea. Formarea.septului coincide cu ultimele stadii ale ciclului 
de diviziune și are drept consecință citochineza, separarea totală a ce- 
lulei mugurale de celula-mamă. La drojdiile care înmuguresc, septarea 
incepe cu ingrosarea peretelui celular la nivelul istmului dintre celula- 
mamă si mugure și se continuă cu creşterea centripetală a unei „dia- 
fragme“, care se închide treptat, rezultind in final septul primar care 
va separa total protoplastul celulei-mamă de cel al celulei mugurale. 
O dată edificat septul primar se îngroaşă prin aditie de material nou, 
pe ambele sale fete, sintetizat de protoplaștii celor două celule pe care 
le separă. Ca urmare, septul primar se transformă chimic şi fizic deve- 
nind un sept secundar. Septul primar are aspectul unui: disc cu margi- 
nile proeminente, format în exclusivitate (sau în cea: mai mare parte) 
din chitină și mananproteine ; septul 'secundar are o compoziţie chimică 
similară cu restul peretelui celular. Diferentele .structural-chimice din- 
tre! septul primar .și cel secundar sint relevate și: de imaginile electrono- 
microscopice în care primul este electron-transpareni, iar cel de al doi- 
lea, de regulă, electron-dens (fig. 11, B). / M eder t. 

În imaginile ultrasectiunilor septul apare trilamelâr, aspect datorat 
compoziţiei: chimice diferite a diferitelor sale zone. Iniţial: s-a considerat 
că zona (lamela) mediană, cu densitate electronică inferioară, este for- 
mată din chitină pură, compact împachetată, iar cele laterale (delimi- 
tante) din chitină mixată cu alte componente chimice! parietale, ca glu- 
cani, manani etc. Helenski si colab. (1986) tratează culturile de Candida 
albicans cu polioxin-D (un inhibitor al chitinsintetazei) şi constată că 
acest reactiv inhibă formarea septului şi disturbă creşterea pereţilor ce- 
lulari laterali. De aici concluzia că septul hifal de .la această drojdie (si 
foarte posibil de la alţi fungi) este format din chitină pură (alti com- 
ponenti chimici parietali . fiind absenti), microfibrilele “avînd o orientare 
predominant tangenţială. * IY pM S 

Cînd celula mugurală se deteseazá, septul primar rămîne la celula- 
mamă ca o componentă fundamentală a așa-numitei cicatrice mugurale 
(fig. 11, C). În timpul ciclului celular morfologia cicatricei mugurale ră- 
mine, în principiu, neschimbată, spre deosebire, de amprenta cicatricei de 
pé mugure care se atenuează treptat pină la completa dispariţie. 

Din cercetările de pînă acum rezultă că procesul de morfogeneză a 
septului este unitar nu numai printre speciile care înmuguresc, dar și 
pentru cele fisionabile (de exemplu, S. pombe). Hubbard şi Sullivan 
(1985) colorează celulele care formează tuburi germinative cu tinopal 
(colorant fluorescent pentru. chitină), demonstrind astfel natura chiti- 
noasă a septului si dezvoltarea sa centripetală (diafragmicá). Mai mult 
decît atit, s-a observat că primul sept se formează într-o : poziţie alea- 
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torie in. tubul germinativ. Compozitia. chimică particulară a septurilor 
(pereților: transversali). din pseudohifele de C. albicans: a. fost':dovedită 
si de sensibilitatea lor la papulacandină ; in. prezenţa acestei.substante 
septurile. au.o dezvoltare incompletă. sau sînt total avortate, in timp ce 
pereţii. celulari. nu. sînt afectaţi. Și totuşi, drojdiile fisionabile prezintă 
o anumită particularitate și anume liza enzimatică a septului ce are drept 
rezultat separarea celulelor-fiice. .. 


| 14.16, REGENERAREA PERETELUI CELULAR DE CATRE PROTOPLASTI 


Protoplaștii, graţie. totipotentei, activităţii citotice" si ^a capacităţii 
lor de a fuziona, au devenit de multă vreme modele experimentale efi- 
ciente pentru/studiul unei game largi de procese biologice. 'Un domeniu 
de mare perspectivă îl constituie folosirea protoplastilor în manipulările 
genetice, în obţinerea de hibrizi parasexuali de un deosebit: interes teo- 
retic! si: practic-economic. Datorità capacitátii lor de a: regenera peretele 
„celulelor și de a se transforma în celule normale (reversia protoplastilor), 
protoplastii. au 'fost intens utilizaţi pentru studiul: aspectelor biogenetice, 
morfo-structurale și fiziologice ale acestui înveliș celular. Formarea. unui 
nou. perete celular pe: suprafaţa protoplastului reprezintă un aspect:al 
cercetării fundamentale interdisciplinare care interesează deopotrivă: pe 
biochimisti (pentru descifrarea biosintezei si asamblárii polimerilor pa- 
rietali),.:pe. citologi: (pentru. cunoaşterea mecanismelor: care ‘determină 
orientarea ; microfibrilelor: de 'glucan şi “declanşarea diviziunii celulare); 
pe imunologi. (pentru a intelege reacţiile imunologice de suprafață, nies 
cularea, aglutinarea celulară etc.). 


Pină în prezentau fost obţinuţi atonia la numeroase specii de 
alge, fungi si plante: superioare. Drojdiile se numără pinta organismele 
care-au dat: cele mai mari satisfacţii în acest sens. 

Eddy si Williamson.(1957):au fost primii cercetători care au ainu 
pratópiaiit de drojdii (de Saccharomyces: carlsbergensis) ‘utilizînd ca 
sursă. de enzime litice sucul digestiv de melc (Helix pomatia) care, ulte- 
rior, s-a dovedit a conţine peste 35 enzime. În prezent se folosesc: glu- 
sulàze (helicaze) sau.zimolaze cuplate cu un agent reducător (de exem- 
plu; mercaptoetanolul). “S-a demonstrat cá f-glucanaza înalt pürificatá 
din Oerskovia zanthineolitica poate forma protoplasti din celulele de 
S.'cerevisiae. aflate în faza logaritmică timpurie numai în combinaţie cu 
un agent reducător sau o protează (Scott şi Schekmann, 1980). Aceste re- 
zultate sugerează” că glucanaza poate: acţiona efectiv asupra rețelei glu- 
canice numai după ce în prealabil matrixul manoproteic a fost degradat 

(prin reducerea. punților .disulfidice sau clivarea legăturilor peptidice). 

Micrografiile: procesului de protoplastizare realizate * la diferite: in- 
tervale de timp au relevat că în prezenţa unei osmolarităţi corespunzá- 
toare, protoplastul se poate. mişca în afară prin prima „fereastră“ de 
liză apărută. în perete, așa încât. se pare cá nu există nici-o. conexiune 
fizică intre.acesta si resturile. structurale ale peretelui. 

Producţia de protoplaști este influenţată de vîrsta si disks bio- 
ligice.ale.culturii, precum si de compozitia mediului de cultură. Astfel, 
celulele tinere de. S. ce evisiae din culturile aflate in faza: exponențială 
de creștere, sint. rapid convertite în. protoplasti,. in timp, ce. celulele din 


faza stationará sint rezistente la digestia enzimatică, cu glucanaze (Kuo 
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și Yamamoto, 1975). La S. pombe producerea de: protoplasti poate fi. sti- 
mulată. (pînă la 1094) prin cultivarea celulelor în | prezenţa 2- deoxi-D-glu- 
cozei şi-a sulfatului de magneziu. 

Incubati. în condiţii optime, protetti tuturor speciilor de! levuri 
studiate pînă in. „prezent s-au dovedit capabili de a regenera în: totalitate 
peretele celular și de a restabili forma normală a' celulelor. 


Interesul particular suscitat de fuziunea protoplastilor' de drojdii cu 
protoplasti apartinind altor taxoni fungici vegetali si chiar animali au 
condus la standardizarea condiţiilor: pentru regenerarea. protoplastilor. 

. Frecventa reversiei pe medii solide (agarizate) este de 50—70% pen- 
tru protoplastii de S. cerevisiae (Nečas, 1967) si de pînă la 609/, pentru 
Kluyveromyces vanudeni şi K. wickerhamii. (Chepurnaya. şi colab., 1981). 
O capacitate de regenerare scăzută. ( 30%/) a fost raportată pentru S. li- 
polytica si C. albicans (Saractiek, 1981). Din datele de piná acum rezultà 
că S. pombe posedă cea mai înaltă capacit dg regenerare. ( 90%) 
(Gabriel şi. Kopecka, 1983). . ! 


Produsii de fuziune.a. dol Dot pici ovala de la tulpini. stiute 
sau îndepărtate filetic sint, de asemenea, capabili de a regenera. peretele 
celular.: Cercetările experimentale realizate pe. tulpini ale unor specii 
apartinind genului Kluyveromyces au relevat cá produsii de fuziune de- 
rivati.din protoplastii unor tulpini de tipuri de - împerechere . diferite 
(care în mod normal hibridează) sint. mai stabili şi: au un potenţial re- 
generativ superior. comparativ cu cei rezultați prin fuziunea unor proto- 
plasti proveniţi de la tulpini care nu hibridează. Mai mult decît: atit, pe- 
retele celular este mult mai consistent în primul caz. 

Protoplaștii obţinuţi de la speciile de drojdii care 'se Aare prin 
înmugurire (de exemplu, speciile genului Sacchar omyces) pot produce un 
nou perete celular complet (normal dezvoltat) si pot reveni astfel. la ce- 
lula tipică numai în cazul cultivării lor pe un: “mediu nutritiv solidificat 
(cu gelatină sau agar) care. previne spălarea componentei solubile a. ma- 
trixului parietal. În cazul cultivării pe medii lichide,: protoplastii acestor 
drojdii formează, numai componenta . fibrilară .a peretelui celular 
(v. fig. 10). Pe de altá parte, protoplastii preparati din. drojdii fisionabile 
(de exemplu, S. pombe, Nadsonia. elogata, Endomycopsis fibuligera etc.) 
pot regenera în întregime peretele celular si pot să revină la celula nor- 
mală chiar. în mediu lichid (Svoboda, Havelkova,.1966 ; Svoboda și Mesa, 
1970 ;Gabrile si Kopecka, 1983). Această abilitate a fost. atribuită for- 
mării unei: reţele fibrilare extensive care previne : difuzia polimerilor 
parietali. ai matrixului prin mecanisme similare cu cele ale;..:gelurilor. 
După opinia lui Gabriel și Kopecka (1983), capacitatea protoplaştilor de 
S. pombe de a regenera pereţi celulari completi în mediul: lichid.se poate 
datora, de asemenea, sintezei de polimeri parietali diferiţi fizico- chimic 
de cei prezenţi in pereţii drojdiilor care înmuguresc. 

O comportare similară a fost observată și în cazul unei tulpini de < 
S. versatilis, tot o drojdie fizionabilá, care regenereazá complet peretele 
celular în mediu lichid (Kopecka și Gabriel, 1978; Gabriel, 1982). 

Nečas (1979) secventializeazá ' procesele ce conduc: la transformarea 
protoplastilor ` in dermatoplaste in trei etape : cresterea protoplastului, 
regenerarea peretelui celular si reversia, in timpul: căreia toate functiile 
celulare sînt restaurate. O particularitate a regenerării protoplastilor de 
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S. cerevisiae. constă in aceea cá prima si uneori' chiar a doua generaţie 
de muguri formati de celulele regenerate nu au' forma celulei! parietale ; 

sînt. necesare. cîteva diviziuni: succesive pentru. ca. morfologia: caracteris- 
tică şă fie. recăpătată.. De aici concluzia cá prin formarea protoplastului 
o parte, din informaţia ce. controlează forma. celulei este pierdută. Nu 
se știe încă dacă această informatie aparţine peretelui celular, plasma- 
lemei.sau.interactiei dintre aceste două invelisuri celulare (Farkas; 1969). 


Asa după cum. s-a: arătat, protoplaștii drojdiilor reprezintă un ma- 
terial: biologic deosebit de valoros, o sursă unică pentru studiul: contro- 
lat al-tuturor treptelor biosintezei. peretelui celular ca si a;rolului aces- 
iui.invelis in morfologia si. potentarea fiziologică a: celulei. 


"Cercetările citoautoradiografice, in care s-a utilizat glucoza tritiată, 
au reliefat că la circa 'două ore de la incubare în mediul lichid, pe su- 
prafatfa întregului protoplast al speciilor care: înmuguresc, apar micro- 
tibrile de glucan, cu 0 distribuţie relativ uniformă. “Într-o etapă ulteri- 
oară se constată o ingrosare si elongare a fasciculelor de microfibrile care 
se intersectează or ganizind pe suprafața protoplastului' o reţea tridimen- 
sională, formată in. principal din glucan B- (1 — 3), B- (1— 6) linkat, la 
care se adaugă mici cantităţi de chitină (Kopecka şi Kreger, 1971). 


Cînd protoplastii speciilor care inmugurese 'sint . cultivati pe medii 
solidificate (agarizate, gelatinizate) 'ambele „componente ale peretelui ce- 
lular; fibrilară ṣi amorfă, se formează simultan. După circa 8—12 ore 
de la. inocularea prótoplastilor, pereţii celulari: sînt complet regeneraţi 
avînd o organizare arhitecturală $i „compoziţie chimică similară cu cea 
a celulelor normale. sd 


E Protoplastii drojdiilor fisionabile (de exemplu, sA pombe, S. versa- 
tilis) pot reversa la celule morfologic” identice cu cele ale culturii ini- . 
tiale, atit pe mediu solid, cit si pe mediu lichid. Din cercetările electrono- 
microscopice rezultă că procesul poate fi secventializat in douá etape. 
Într-o primá etapă, care se extinde pe circa 5—6 ore de la incubatie, 
protoplastul formează pe suprafaţa sa o reţea densă de microfibrile. În 
cea: de a :doua etapă are: loc sinteza masivă de: manan-proteine și alte 
componente ale matrixului- parietal care vor fi depuse în ochiurile re- 
telei. si peste reteaua microfibrilarà, formind un strat continuu, icd 
uniform și neted. 

De menţionat cá potentialul regenerativ al AE for de S. ver- 
satilis este mult superior celui de la protoplastii de S. pombe (de circa 
2—3 ori). Protoplastii de S. versatilis regenerează complet peretele celu- 
lar numai după circa 5 ore. Compoziţia chimică diferită a pereţilor ce- 
lulari de la: cele două specii poate fi o cauză a vitezelor diferite de re- 
generare (Gabriel si Kopecka, 1983). Se cunoaşte cá circa: 80%% din pere- 
tele celular de S: pombe este format din polizaharide insolubile, din. 

care B-glucanul, format din molecule ramificate cu legături g-(1—- 3) si 
B-(1 — 6), reprezintă pînă la 500%% din peretele celular, în timp ce 300/ 
din perete este constituit din glucan «-(1— 3) linkat (Bush si colab., 
1974). În S. versatilis Rspeiele contine pe lingă x- Si P-glucan ȘI galacto- 
manan. 


O altă Miterat, vM 5. pombe si S. oL MORS în perioada și 
rata de sinteză a matricei, polizaharidice. În timp ce în reţeaua micro- 
fibrilară de pe suprafaţa protoplastilor de S. pombe nu poate fi detectat 
nici un fel de material, după două ore de la incubare pe mediu lichid 
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(Kreger si.Kopecka, 1978), reţeaua microfibrilarà de pe protoplastii de 


S. versatilis este în bună parte mascată de material amorf, intermicro- 


. . 
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„Date deosebit. de interesante privind amplul fenomen de citodife- 
rentiere au. fost obţinute prin investigarea protoplastilor de la speciile 


dimorfe de drojdii (de exemplu, Endomycopsis, Trigonopsis).. 


: d : i : 
© Reversia protoplastilor este un proces morfogenetic complex, strict 
reglat genetic, care implicá, pe lîngă regenerarea peretelui celular, un 


ansamblu de metamorfoze structural-functionale care au drept conse- 


cinţă conservarea sistemului. 


11.17. SEMNIFICAȚIA. BIOLOGICĂ 

Peretele este:0 componentă esenţială a celulei de drojdii cu. valente 
funcţionale multiple..Fiind o structură! integrată” în arhitectura si fizio- 
logia celulară, peretele interferează cu principalele procese: celulare ca : 
replicarea, transcrierea şi translatia. informaţiei genetice, sinteza si de- 
gradarea substanțelor. plastice şi energetice, creșterea. şi diviziunea. ce- 
lulară etc. le ate | ra 

Rolul primordial. al peretelui celular este cel de protecţie a proto- 


plastului faţă de factorii mediului ambiant ; cooperează cu plasmalema 


în reglarea schimburilor materiale ale protoplastului cu mediul extern, 
gratie însuşirilor: sale semipermeabile și receptoare. vi ; 


-^ 15 Corelîndu-se modificările din structura fizică gi chimică a peretelui 


celular cu diferite etape: ale citodiferentierii, s-au relevat implicaţiile 
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„acestei structuri de suprafaţă în procesele: de morfogenezá. Dualitatea 
fenotipică reversibilă (de drojdie si micelianá) a. unor specii de levuri, 
nu poate fi explicată decit ipe baza ogitan ce apar în biochimia 
peretelui celular. A 


Investigatiile n SEI: au PA pi ua că reacţiile e dh toil si. 
de imperechere ca si flocularea si aglutinarea levurilor depind de struc- i4 
tura peretelui celular! Cercetările întreprinse pe forme heterotalice de 
drojdii (de exemplu, Hansenula wingei) au sugerat că proteinele (glico- 
proteinele) „parietale sînt responsabile de fenomenele de aglutinare. si 
mijlocesc unirea celulelor de tipuri de împerechere diferit. Faptul că 
protoplastii obtinuti din tulpini de. împerechere, opuse de S. pombe, cul- 
tivati împreună, nu sint capabili să conjuge constituie o. altă dovadă 
că peretele celular are un important potenţial informaţional. O dată cu 
îndepărtarea peretelui celular este pierdută si specificitatea de impere- 
chere. Drept urmare este posibilă fuziunea între protoplastii unor tulpini 
neinrudite. Produsii de fuziune sînt de regulă stabili, conservind carac- 
terele parentale şi capabili de proliferare. Aceasta sugerează nu numai 
că peretele celular constituie o barieră importantă care previne combi- 
narea genomurilor a doi taxoni de drojdii neinruditi, ci si faptul că ge- 
nomurile combinate pot fi perpetuate (conservate), replicate şi exprimate 


 (expresate) anulindu-se obstacolele intracelulare care previn replicarea 
de ADN-străin (Johansen si colab., 1984). 


Se poate astfel anticipa cá în lipsa. specificitàtii, frécventa Tuziunitór 
intre protoplastii tulpinilor care fuzioneazá si intre cei care nu fuzio- 
neazá este relativ aceeasi. Calderone si colab. (1984) au ‘demonstrat cá 


intre celulele de C. albicans si celulele epiteliului bucal si vaginal apare 
e) interactie (recunoaster e) specifică: mediată de receptorii parietali și, res- 
pectiv, de cei existenti. in membrana. celulará, care va facilita aderenta 
parazitului, „urmată de invazia celulelor gazdă. Identificarea la nivelul 
peretelui celular a unui întreg arsenal de structuri receptoare vine să 
confirme rolul informational al alcestui înveliș celular. 

"Au fost aduse numeroase probe privind existenţa unei strînse rela- 
ţii între structura peretelui si cresterea celulelor. Cu mult. timp in urmá 
(Nickerson şi colab., 1961), s-a sugerat că glicoproteinele din peretele ce- 
“lular de C. albicans pot influenţa: ciclul de diviziune celulară. Astăzi. se 
cunosc în bună parte modificările care -apar in structura fizică si chi- 
mică a peretelui celular, ca o prerecuzită a declanșării inmuguririi sau 
fisionării celulelor de drojdii. Demn de remarcat este îmbogățirea echi- 
pamentului enzimatice: parietal care modifică conexiunile dintre diferite: 
componente chimice parietale, Meer gran Luc cd peretelui prin inte- 
grarea de.noi complexe molecu Et 
—Peretere-velutelor-de drojdii, cà ca si cel de la alti taxoni fungici si Q 
vegetali, constituie locul de depozitare a unor ioni minerali și chiar a 
unor substanţe. organice care vor fi iEScielate i jn anumite . fenofaze ae | 
ciclului ‘vital. 

Pe lingă cele enunțate, se presupune că RAT celular al drojdiilor 
îndeplineşte si álte funcţii a căror elucidare va conduce, neîndoielnic, la 
o.mai profundă înțelegerea multor procese fiziologice celulare. 


ji 


co 


1.1.2. PLASMALEMA 


“Posibilitatea de a realiza un numár mare de experimente cu aceste 
microorganisme a fácut din drojdii un model experimental eficient si pen- 
tru studiul complex morfologic, biochimic si fiziologic al plasmalemei. Da- 
tele de care.dispunem azi sînt rezultatul utilizării unei game largi de teh- 
nici: de microscopie electronică, corelate cu cele imunochimice, citochimice 
şi-citofizice, aplicate pe celule in toto, sau pe membrane izolate ṣi purifi- 
cate prin: ultracentrifugare diferenţială in gradient; de densitate. Date 
deosebit de interesante referitoare: la morfologia, dinamica si fiziologia 
plasmalémei au fost obţinute prin investigarea protoplastilor. cuie 22d 


""Plasmalema reprezintă cel de al doilea: înveliș al celulei de, drojdii 


(ca de altfel al tuturor dermatoplastelor) ce aderă strins pe toată suprafaţa 


sa cu peretele; celular, cu care cooperează funcţional. 


.. Membrana plasmatică este o structură dinamică, însușirile sale. mor- 
fologice şi biochimice ca, și potenţialul său functional. moditicindu-se preg- 
nant in funcţie de stadiul ciclului celular şi de. influenţa, unor. factori ai 


mediului ambiant. 
1.12.1, ULTRASTRUCTURĂ 

. dn imaginile electrono-microscopice àle ultrasectiunilor, plasmalema 
apare, ca:0 linie electrondensă, de circa 8—9 nm, ce delimitează protoplas- 
iul la exterior. Numai: în micrografiile de înaltă rezoluţie: poate fi obser- 
vată, în anumite: porțiuni, structura trilamélàrá a plasmalemei. Membrana 
plasmatică a celulelor: mature de drojdii prezintă invaginări santiforme Si 
> cîmpuri paracristaline de particule intramembranare asa cum. rezultă cu 


multă claritate îndeosebi din imaginile criofracturilor (replicilor) (fig. 12). 


"Analizele morfometrice si cinetice ale plasmalemei au relevat cá densi- 


tatea ca şi profunzimea sántuletelor variază in funcţie de specie, stadiul . 
ciclului celular şi de influența unor factori externi (Maeda şi colab., 1987). 
Astfel, invaginările plasmalemale sînt mult mai pronunţate la speciile ge- 
nurilor Candida, si Saccharoniyces HI celulele. mature, din faza, staționară 
de S. cerevisiae prezintă 10—15 invaginări pe. um?; numărul acestora 
scade considerabil la celulele tinere, ca: plasmalema celulelor mugurale să 
fie în totalitate lisă. Se päre că tipul de membrană plasmatică se schimbă 
progresiv în. timpul-cichului celular în următoarea ordine :: plasmalemá 
netedă, fără nici o.invaginare, caracteristică mugurilor tineri si tubilor 
germinativi ; plasmalemă cu puţine invaginări: alungite, dar superficiale, 
caracteristică "celulelor mugurale mediu-dezvoltate ; plasmalemá cu nu- 
meroase invaginări santiforme, puternice elongate si adînci, distribuite ran- 
domic, definitorie pentru celulele din făza'staţionară sau in curs de 'senes- 
centá (Maeda si colab., 1987). Asadar, modelul de -membrană celulară 
se modifică; în funcție, de vîrstă. -O dată apărute, invaginările se conservă ; . 
celulele formează continuu invaginări pînă la maturitate. Frecvența înaltă 
a:santurilor în membrana plasmatică, ca. si numărul mare! de sferozomi 
'acumulati in citosol, pot constitui markeri citologici pentru statutul: de 
fază staţionară la drojdii-(Toma şi: Anghel, nepublicat).. | 

— Temperatura. s-a dovedit a afecta densitatea sántuletelor, care este în- 
trucitva mai mică în. culturile fazei exponenţiale crescute 1a. 37 C: faţă de 
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Fig. 12. Aspecte morfologice ale. plasmalemei celulei de S. cerevisiae eyi- 


'"" denţiate prin tehnica criofracturárii ; 

A — fața exoplasmicá cu invaginări adinci (iv) si agregate de particule 
„„formind arii hexagonale .(cgh); B si C:— protoplaşti criofracturati trans- 
. Versal; sint evidente invaginárile (iv) plasmalemei (PI) si distribuţia lor 
neuniformă ; În — înveliş nuclear; L — incluziuni lipidice ;; Mt — mito- 


condrii ; N: — nucleu; pín —. porii. învelișului nuclear; RE — reticul : 


endoplasmic ; V — vacuole. (după Necas si Svoboda, 1974). 
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cele crescute la 23*C. Carenta de azot a mediilor de cultură este constant 
corelată cu o densitate maximă a santurilor la celulele de S. cerevisiae 
din culturile fazei staţionare (Willison si Johnston, 1985). 

no dn funcţie de înfățișarea lor, santurile au fost clasificate in trei cate- 

"gorii : superficiale (care apar ca rezultat al distributiei diferite a particu- 

L lelor. membranare pe cele două fete de fracturá-exoplasmicá-E si plasma- 
tică sau matriceală-P), moderate (de forma unor invaginatii în semimem- 
brana externă) si adinci (cînd afectează întreaga membrană, vizibile pe 
faţa P sub forma unor unor creste ce: proeminează în citoplasmă). 

De regulă, șanțurile sint rectilinii si izolate. În funcţie de condiţiile 
de cultură, se constată o mare variabilitate a configurației santurilor, Den- 
sitatea mare de celule (1:108/ml), carenta de nitrogen şi alti factori. eco- 
fiziologici pot induce aparitia de şanţuri duble, curbate sau chiar rami- 
ficate (Anghel si Toma, 1986). — CUTE A A 

. Dimensiunile medii ale invaginárilor din plasmalema unei celule ma- 
ture de S. cerevisiae aflatá in faza stationará au fost estimate. la circa 
300 nm lungime, 20—30 nm lăţime şi circa 50 nm adincime. Caracterele 
morfologice ale santurilor sint, de asemenea, afectate de temperaturá. 
Willison şi Johnston (1985) găsesc că lungimea medie a santurilor se modi- 
fică ca răspuns la temperatura mediului ambiant, de la 260 nm 3% 
la 23°C, la aproximativ. 340 nm+ 4% la 37°C. Celelalte însuşiri: morfologice 
ale santurilor (ca adîncimea, lăţimea) par a nu fi afectate de temperatură. 
| Prin această şanţare are loc o amplificare considerabilă (cu pînă la 50%/0) 
/a suprafeţei membranei celulare şi implicit a potenţialului său funcţional. 
Ca urmare, modelul. de santare poate constitui un indiciu al stării fiziolo- 
gice a plasmalemei)S-a demonstrat cá santurile din protoplastii- de Schi- 
.-zosaccharomyces sînt situsuri de initiere a fibrelor de glucan. Dacá existá 
o relatie intre sántulete si biogeneza peretelui celular la Saccharomyces, 
atunci este posibil ca celula, controlind frecvenţa si adîncimea santurilor, 
sá poatá exercita controlul sáu asupra dimensiunii celulare. Deoarece creş- 
terea numărului şi adîncimii santurilor coincide cu trecerea culturilor în 
faza staţionară, s-a sugerat posibila implicare a acestor metamorfoze plas- 
malemale în oprirea diviziunii celulare (Sosinski si colab., 1979 ; Steeve 
si colab., 1980). "d v 
Pe lingá santuri, in imaginile criofracturilor pot fi observate pe fata P 


a plasmalemei depresiuni circulare (hemisferice), iar pe fata E evagina- 
tiuni de aceeaşi formă. Aceste formaţiuni mai numeroase în celulele. fa- 
zei exponentiale decit în celulele fazei staţionare sînt considerate vezi- 
cule exocitare. | a | | | | 
Alte formatiuni plasmalemale, caracteristice celulelor de drojdii, sint 
cimpurile paracristaline de particule intramembranare, constant reliefate 
de imaginile electrono-microscopice ale replicilor pe fata P (fig. 13 si 14). 
Cimpurile paracristaline, adesea de formă hexagonală, sînt localizate 
în ariile netede dintre invaginări şi. sînt constituite dintr-un număr varia- 
bil (20—50) de particule de circa 15 nm în diametru, cu O perioadă de dis- 


tantare de 18 nm. Frecvența medie a acestor formaţiuni. este . de. circa 
10/uum2 ; uneori numărul lor este cu mult mai mare (—40), acoperind 


cea mai mare parte din suprafaţa membanei plasmatice ; au fost observate 
însă şi zone extinse lipsite de astfel de agregate. Analizele statistice au 
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Fig.“ 13. Ultramorfologia feței matriceale a plasmalemei ce- 
']ulei de S. cerevisiae : i 

cg — complexe glucan sintetazice ordonate in arii hexago- 

nale; gi — complexe glucan sintetazice izolate; iv — inva- 
ginări plasmalemale (după Nečas si colab., 1975). 


relevat cà atit dimensiunea cit si frecvența ,cimpurilor* paracristaline 
variază in funcţie de fenofază si calitatea unor factori ai mediului ambiant. 
Trebuie însă menţionat cá în acest sens opiniile specialiştilor sint în parte 
divergente.-După Maurer (1980), cimpurile paracristaline de particule ca- 
racterizează plăsmalema celulelor din culturile fazei staţionare şi sînt inac- 
tive. in“celulele din culturi aflate în faza exponențială de creştere, parti- 
culele se disperseazá pe întreaga suprafaţă a plasmalemei si devin active 
in-polimerizarea glucozei si asocierea moleculelor de glucan în structuri 
mierofibrilare. Experimentind pe mai multe tulpini sálbatice si mutante 


. 
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Fig. 14. Sectoare din plasmalema celulei de S. cerevisiae 
. . prelucrate prin tehnica freeze-fracturing, dupá o incubare 
în concanavalina A. Se remarcá prezenta unor populaţii. . 
heterogene de particule, specifice fiecărei fete de frac- 

E — fata 'exoplasmică, ; P. — fata matriceală, 


Y 


de S. cerevisiae, Willson si Johnston (1985) găsesc cá incidenta zonelor 
paracristaline per celulá creste in culturile fazei exponentiale. Considerind: 
veridice aceste date, va trebui să admitem si ipoteza emisă de Hauwink 
și Kreger (1973), potrivit căreia. ariile paracristaline: hexagonale de parti- 
cule intramembranare reprezintă centrii specializați ai membranei plas- 
matice cu rol important în formarea fibrelor de glucan (fig. 15). TUN 

Celula-mamá si muguralá pot fi distinse una de cealaltá in preparatele 
freeze-etching, utilizind drept criteriu si arhitectura membranei plasma- 
tice ; la: celulele inmugurite zone paracristaline au fost observate numai 
pe mugure. . pita! rb sed | 1 
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Fig. 15. Model de organizare EIE ATI a "membranei plasmatice . în zona. do- 
menijilor hexagonale : i 


L — bistrat lipidic în care sînt incluse proteine hidrofobe cu GM= 60 000— 

70 000 daltoni (H); IN: — proteine integrale transmembranale, cu activitate: in- 

vektacie RI t care posedá pe fáta externá (SE) reziduuri de arat (RM): aia di 
pe faţa iui D P»; 4 


AMEN de NUR S a SS par aeta S-a diode i a fi nudie i 
influenţată. de anumite condiţii de cultură. Astfel; se: constată prezența 
unui număr mult mai mare de astfel de formaţiuni în celulele culturilor 
fazei : staţionare crescute. la 37°C, comparativ, cu cele: crescute. la 23*C. 
Inanitia î în azot determina, de asemenea, [e Creștere a. incidentei agregatelor 
de. particule. 

Corelindu-se dinamica aparitiei si qiipsnitiei santurilor si ariilor pa- 
racristaline; diverse echipe. de cercetátori au ajuns la. concluzii. divergente. 
Steeve şi colab.. (1980) găsesc că. creşterea incidentei de particule. intra- 
membranare a fost totdeauna coincidenţă cu creşterea. frecvenței şanturi- 
lor plasmalemale. Ca urmare, autorii citati consideră că aceste două în- 
suşiri membranare sint interdepe ndente. Willison. si. Johnston. (1985) in- 
vestigheazá influenta temperaturilor. înalte Si a. inanitiei. nitrogenice, asu- 
pra arhitecturii plasmalemei,unei tulpini sălbatice de S. cerevisiae şi des- 
coperă cá creșterea frecvenţei, santurilor precede pe cea a zonelor, para- 
cristaline. De aici ` concluzia existenţei unei relative | independenţe- a 
cineticii celor două fenomene. 


“Metamorfozele profunde. şi rapide ale d GB a (de desc Oni agren | 
garea şi dezagregarea particulelor. intramembranare) sînt posibile datorită 
marii mobilități (fluiditáti) a lipidelor membranare care permit o mişcare 


amplă şi rapidă a complexelor funcționale.. Compoziția lipidică ‘diferită 
poate sta la baza diferentierii membranelor plasmatice în privinţa cîmpü- 
rilor paracristaline dintre mugure şi celula-mamă. Un rol in acest sens îl 
au, neîndoielnic, $i elementele citoscheletului atașate de membrană. Di- 
ferentis: structurale existente între pereții celulelor-mamă si mugurală, 
ca si creşterea rapidă a dimensiunilor cîmpurilor . paracristaline. la, proto- 
plasti, demonstreazá că distribuţia componentelor. funcționale în mem- 
brana p malic este controlată: T de peretele . ipm Nem sd si 
: colab., 1980). * z E 

Demn de remarcat este cà regiunea gâtului în celulele care inmugu- 
resc, aparent, împiedică „curgerea“ prin bistratul lipidic a, cîmpurilor, pa- 
racristaline între celula-mamă. si mugure ; în acest fel are loc o. diferen- 
tiere a plasmalemelor cu un rol in controlul ciclului celular: t 
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1.1:2.2. COMPOZIȚIE CHIMICA 


Biochimia plasmalemei celulelor de drojdii este azi în bună parte cu- 
noscută gratiei perfecţionării tehnicilor de izolare, purificare şi marcare a 
diverselor tipuri de citomemb:ane. Procedurile curente cuprind îndepăr- 


tarea' enzimatică cu glusulaze (Santos şi colab., 1978) sau zimolaze (Bussey 


şi colab., 1979) a peretelui celular, liza sferoplastilor prin şocuri osmotice 
pentru. eliberarea: membranei plasmatice sub formă de vezicule, izolate 
subsecvent prin centrifugare în gradient (Rank şi Robertson, 1983). O va- 
riantă a acestei metode foloseşte concanavalina A (Con A) ca stabilizator 
al protoplastului (Scarboroygh, 1975). Fuhrmenn si colab. (1976) recomandá 
utilizarea unui pH scăzut ( 4) pentru agregarea şi îndepărtarea vezicule- 
lor neplasmalemale. | | TE As 
În mod frecvent, ca marcheri enzimatici pentru identificarea mem- 
branei -plasmatice se folosesc ATP-aza oligomicin-insensibilá, stimulată 
de Mg?*, si chitinsintetaza care s-a arătat a fi asociată membranei proto- 
plastilor stabilizati cu Con A în forma zimogenicá. Identificarea citologică 
se bizuie pe prezenţa în structura plasmalemei drojdiilor a invaginărilor 
elongate (santiforme) si a cîmpurilor hexagonale, paracristaline de. parti- 
cule: (Steeve si colab., 1980). E ii c a | 
“Bussey si colab. (1979) recomandă pentru identificarea fractiilor meni- 
branăre lactoperoxidaza ce catalizează iodinația, iar Rank si colab., (1978) 
o glicoproteină superficială ce poate fi marcată si decelată -histoaztora- 
diografic.: am ir X SMITH ape 
Analizele biochimice ale fractiei plasmalemale, ce au avut la bază 
practicarea unei game variate de tehnici de laborator (unele vor fi men- 
tiohate la momentul oportun), au permis: cunoașterea in bună parte a 
compoziţiei chimice a membranei celulelor de drojdii. Rezultatele comu- 
nicate de' diverse laboratoare sau echipe de cercetare, departe de'a fi 
unitare, fiind mult influențate de metoda de izolare, se referă mai ales la 
aspectele calitative și la raportul proteine/lipide. —  — = ` ud 
Tabloul chimic global al plasmalemei drojdiilor este asemănător (dar 
nu identic) cu cel al membranei celulare de la àlti taxoni fungici, aflați 


/ pe trepte inferioare (deexemplu, Phycomycetae) sau superioare (de exem- 


\plu, Euascomycetae, Basidiomycetae) de evolutie. Existá insá numeroase 


— 


d 


\ colab. (1968) sint primii cercetători care au comunicat distributia calita 


diferenţe: chimice calitative si cantitative între plasmalemele ` celulelor 
drojdiilor, vegetale și animale. ceea ce constituie un alt argument în fa- 
voarea ideii cá fungii reprezintă o lume aparte (nu sînt nici plante, nici 
animale), justificat încadraţi într-un film nou, Mycobionta. . same 

Membrana  celulará este esențialmente o structură lipoproteică ; lipi- 
dele reprezintă 23—309/, iar proteinele.30—330/. Raportul proteine/lipide 
variază în funcţie de specie, fenofază şi procedeul de izolare utilizat, in- 
tre 1,1 si 1,4 (Weete si colab., 1985). l PeT. i 

‘Lipidele. Desi numărul analizelor lipidice este de-a dreptul impresio- 
nant, dispunem în prezent de foarte puține date cantitative asupra compo- 
ziţiei“ lipidice generale a membranei plasmatice de la drojdii. Longley si 


- 


tivă a claselor majore de lipide. Ei relevă prezenta monogliceridelor (MG), 


digliceridelor (DG), trigliceridelor (TG), sterolilor (S), esterilor, stero- 


"lici (SE), acizilor graşi liberi (FFA), fosfatidilcolinei (PC), lisofosfatidilco-. 
linei (LPC), fosfatidiletanolaminei (PE), fosfatidilinositolului (PI) si fosfa- 


tidilserinei (PS). Prezenţa acestor clase de lipide majore a fost confirmată. 
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de rezultatele investigaţiilor biochimice intreprinse de Rank si colab. 
(1978) asupra unui preparat de pierre Zimolazice S A dye ERAU tul- 
pină de S. cerevisiae. . . 

“Analizele . cantitative ale gasto id fosfolipidic (PL-P) au maitat dă 
membrana plasmatică a drojdiilor este bogată în PE (31—349/) si PC 
(30—339/4) ; o pondere considerabilă au, de asemenea, PS (—169/) și 
PI (22159/).: Conţinutul în celelalte categorii de tosfolipide este foarte re- 
dus (LPC = 3—50), similar cu cel al fosfatidilglicerolului (tabelul 2). 


nh abelul 2 


Compozitia fostolipidică a psit, droidiilor (după Rank si Robertson, 1983) 


1 a 
. Nezicule 


' Fosfolipida sep purificate | A A 
y in gradient 
Fosfatidilcolina 35,2 26,3 95,9 + 0,6 36,8 + 2,8 
Fosfatidiletanolamina ` 26,1 . 17,4 5,5 + 1,2 28,0 -- 0,9 
Fosfatidilinositolul . 28,1 :25,7 26,8 + 2,8 16,2 4- 2,6 
Fosfatidilserina 1,8 4,8 8,9 + 0,8 , 6,9 42,3 
Cardiolipina 1,2 27 3,6 + 1,2 3,3 4 0,4 
Acid fosfatidic "E 4,8 6,9 +1,1 0,4 40,2 
Lisofosfatidilcolina. 1,8 4,2 — 20 3,1 + 0,5 
Lisofosfatidiletanolamina: , 3,2 9,3. -— 4,0 4- 0,9 
puoi i 2,0, „4,8 — , 1,4 + 0,9 


os de. cra VOR variază în > iet de specie si fenofazá. Ra- 
portate la lipidele totale ele reprezintă între 6,4 şi 8,6?/; in cazul plasma- 
lemei de S. cerevisiae (Schneider Si colab, 1978), 169/,. si respectiv: 300% 
pentru forma de levuri si forma miceliană de C. albicans (Marriot si Tan- 
ner 1975). Cantitatea de fosfogliceride din. plasmalema celulelor levurale. 
de C. albicans este asemănătoare cu cea găsită de Weete si colab., (4949) 
( 13, „4%0) pentru Taphrina deformans. 

Proporția mai mare de fosfolipide in en eni plasmaticà compara- 
tiv cu cea din endomembrane corespunde faptului cá fosfolipidele in aso- - 
ciatie cu sterolii și acizii graşi au un rol important în fenomenele de per- 
meatie. 


Dintre Eee poate SS BERG asm el Pe sterolii: liberi şi. acizii 
graşi liberi sint abundenti la C. albicans, C. tropicalis si S. cerevisiae. Din 
contrá, continutul in esteri sterolici si trigliceride variazá de o manierá 
considerabilă la aceste specii și în raport cu condiţiile de cultură (Kramer 
si colab., 1978 ; Schneider si colab., 1978). Conţinutul în steroli liberi ra- 
portat la lipidele. neutre totale este de 19%, la forma de levură si 99/5 la 
forma miceliană de C. albicans si de 260% pentru. 5. cerevisiae. 

. Raportul molar. steroli, /fosfolipide este de 8,97 pentru S. cerevisiae, 
cu edm superior celui N AEAT de Weete si colab. (1985) pentru Tap- 
hrina deformans. Hartmann-Bouillon si colab. (1979) sint. de părere că 
sterolii liberi sint. sintetizati la nivelul. membranei reticulului endoplas- 
mic, apoi transferați in membrana plasmatică unde se acumulează, putind 
servi ca substrat pentru sinteza sterilglicozidelor. 


Compoziţia în acizi graşi, ca şi gradul de saturare a acestora, variază 
printre taxonii de drojdii. Au fost identificați următorii acizi graşi : pal- 
mitic (28—300/), stearic (10—149/5), oleic (23—270/0), linoleic (16--240/0). 
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si tc-Tinolenic: (4—:109/5). în structura tuturor claselor de lipide majore intră 
“următorii acizi grași : palmitic (C:16 :0), palmitoleic (C 16::1).si oleic 
(C 18:1) (Rank si Robertson, 1983 ; Fonvieille si colab.,: 1987). Raportat 
la cantitatea totală de acizi grași (esterificati 4- neesterificati), conţinutul în 


"acizi graşi liberi variază în limite largi (16%/—72%/0), depinzînd. în mare 
măsură de, tehnica de preparare. (Diferenţele pot rezulta si din activarea 
lipazei prin incubare la pH 2-4.) Se estimează la circa 250% conținutul în 
acizi graşi liberi, similar cu al trigliceridelor si al sterolilor. liberi (23— 
249/,), iar al digliceridelor la 10—110/. Analiza comparativă a conţinutului 
în. acizi grași relevă cá plasmalema este mai bogată în acizi grași di- si 
trinesaturati si mai săracă în acizi grași mononesaturati, comparativ. cu 
membranele reticulului endoplasmatic si ale corpilor Golgi. Aşadar, lipi- 
dele membranei plasmatice sint mai puţin saturate, de unde viscozitatea 
sa inferioară si fluiditatea superioară "[yórinoza' și/ colab. (1974) de- 
monstrează prezenţa in. plasmalema drojdiilor a glicolipidelor, cărora li se 

-atribuie un rol important în fiziologia plasmalemei., ^ po 
O Lipidele în ansamblu joacă un rol important in organizarea arhitectu- 
\ ralá si fiziologia plasmalemei. Ele formează fondul molecular (matricea) al. 
V membranei celulare si asigură mediul propice exprimării funcţionale "a: 
proteinelor. De cunoașterea detaliată a lipidelor depinde în mare măsură 

| înţelegerea funcțiilor polipeptidelor membranare.' Th 2I 
] .. Proteinele. Reprezintă cea de a doua componentă chimică majoră a 
^ plasmalemei, cu multiple potentialitàti funcţionale. Ponderea lor a. fost 
| estimată la circa 30—330/, din greutatea nativá a membranei celulare; Prin 
“electroforeză uni- si bidimensională pe gel de poliacrilamidă, în prezenta 
dodecilsulfatului de sodiu (SDS-PAGE), proteinele” din membrana ` plas- 
atică a celulelor de drojdii'au fost rezolutionate în circa 150 lanţuri po- 
lipeptidice (Robertson si colab. 1980). Utilizarea unei electroforeze incru- 
cişate (CIE) s-a dovedit deosebit de eficientă in identificarea receptorilor 
lecitinici (Garlach si colab:, 1979). Din multitudinea de proteine. plasma- 
| re numai cîteva: au fost identificate. Polipeptidele 1 $i 2 (adesea apă- 
N rînd în mai multe spoturi) sînt glicoproteine, deoarece ele dau o reactie 
Î pozitivà cu acid periodic-Schiff. Polipeptida 16W s-a dovedit a fi tot o 
glicoproteină, prezentă în cantităţi semnificative în pereții, celulari puri- 
ficati. Deoarece: 16W este singura polipeptidă prezentă. în cantitate mare, - 
| ea poate servi ca polipeptidă marker pentru: membrana plasmatică: (Rank 
ue pei, TOS PRE STIE III Se | i "Tq 
Polipeptidelé 1p, 2p, 3, 4, 7 si 8 au fost virtual îndepărtate în urma 
incubatiei sferoplaştilor lactoperoxidazici-iodinati în prezența pronazelor. 
Ca urmare, aceste polipeptide (la care se mai poate adáuga 9 şi: 11), care 
se pare cá au greutáti moleculare mai mici de 7 0 000 daltoni si puncte izo- 
electrice acide, pot fi considerate periferice. Celelalte polipeptide, nefiind 
afectate sau numai partial distruse (de exemplu, 5p și 6p) în urma diges- 
tici pronazice, sint neîndoielnic proteine integrale, superficiale sau trans- 


membranare. 


x Din complementul proteinic plasmalemal fac parte si complexele en- 


"jzimatice. (glucansintetaze și chitinsintetaze) implicate in biosinteza poli- 


ecc 


de glucan. Ele au 0-mare mobilitate în plasmalemă, fiind distribuite-+ ran- 
doniic sau grupate în cimpuri hexagonale paracristaline. ‘Asocierea lor 
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cu-unele structuri mierofibrilare certifică. rolul lor in biosinteza glu- 
canului. parietal. Asocierea. :chitinsintetazei sub. formă  zimogenică .:cu 
membrana. plasmatică; a.drojdiilor; ca și distribuţia sa mai mult sau 
mai puţin uniformă, au fost de mult demonstrate, De asemenea, s-a sta- 
bilit că numai o mică proporţie (5—109/) din totalul de. chitinsintetaza de 
la nivelul plasmalemei se află în stare activă. Activitatea sa este controlată 
de doi factori'proteici cu acţiune antagonistă (un inductor și un inhibi- 
tor) cu localizare citoplasmaticá. Desi cu distributie relativ uniformă, în 
mod normal va fi activată numai zimogenchitinsintetaza din zonele de 
creștere: ale peretelui celular și de edificare a septului de diviziune. Mor- 
fogeneza septului este Strict legată de activarea chitinsintetazei din re- 
giunea gitului la drojdiile care înmuguresc, într-o poriogua v ngecis delimi- 
tată a ciclului celular. . » het ; 


Plasmalema: cuprinde, de asemenea, numeroase Sigfihie ensi CU 4. 
functii receptoare (informaționale) și transpor toare. Dispunem în prezent /^ 
de numeroase date care susțin că la nivelul membranei plasmatice a celu- 
lelor de drojdii are loc: efluxul protonic cuplat cu transportul de electroni, 
că „pompele redox“ pot exista alături de „pompele proton-ATP-azice“, că 
în transportul . transmembranar este implicată o oxidoreductazá membra- 
nară si NADH- dehidrogenazá (ultima se crede a contribui la a E pă 
aminoacizilor). 


“Analizele 'biochimice au Boc prezenta Cu bii si ditor c-re- 7 
ductazelor (Kyellbom, si Larsson, 1984) implicate în absorbţia luminii al- y 
bastre ce constituie un semnal important care declanșează numeroase eve-- 
nimente citofiziologice. Acesta poate constitui un exemplu de diversificare 
funcțională a sistemului. redox de la rolul sáu initial de transducție a ener- 
giei metabolice (Luttge si Clarkson, 1985). 


“Ca: și la procariote, lanţurile redox din plasmalema drojdiilor stabi- 
lesc gradientii electrochimici protonici în membrană, iar ATP-aza functio- 
neazá'ca un factor de cuplare care “utilizează gradientul pentru sinteza de 
ATP: (Luttge si Clarkson, 1985). Este' posibil, ca sistemele: redox plasma- 
lemale să fie transferate de la -reticulul. endoplasmic care posedă cito- 
crom-c-reductaza, NADH- dependentă, activă. Fluxul membranar de la re- 
liculul endoplasmic via corpi Golgi si vezicule golgiene poate sta la baza 
acestui transfer (Chanson gi colab., 1984). 

. Absorbtia unor substanţe, (glucide, aminoacizi, vitamine, apá, ioni | 
minerali. etc), c ca si. eliminarea unor produsi metabolici (fenoli, alcooli, | 
acizi organici. etc.). sint procese. strict controlate! și reglate de plasmalemă y 
prin intermediul unor molecule (sau complexe moleculare) proteice, cu | 
funcţie transportoare (permeaze) și receptoare. ^ ~ 

„Multe dintre: proteinele şi lipidele plasmalemale cuprind reziduuri de 9 
 manozà, glucoză, fructoză, 'N-acetilglucozamină, legate covalent. Glucidele |, 
din, structura. .glicolipidelor și, glicoproteinelor conferá acestora. potențiali- ^ 
tàti funcţionale. Pop APA deese care şi cea. de receptori rd sar (ánti- 
corpi de suprafață). 

Pe lîngă aceste componente chimice majore (proteine, lipide Sb glucide) 
plasmalema contine o cantitate. considerabilă de apă, (circa 30% din greu- 
tatea nativă) ca şi unii ioni minerali ; din interacţiunea ordonată a acestor | 
substante . rezultă edificiul. arhitectural al In ales dal erei ca şi. multiplele/ 

sale potentialitáti functionale. 


po 


SI 
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 Plasmalema este implicată in schimburile materiale ale celulei, în reac- 
tiile imunologice de suprafaţă, în reglarea procesului de creştere şi divizi- 
une celulară, în sinteza unor componente chimice (de exemplu, glucan, chi- 
tiná etc.) ale peretelui celular. Plasmalema interferează cu principalele căi 
metabolice celulare. ^ . us "Tw 9 i TE 
Gama largá de posibilitáti de manipulări fiziologice si genetice la 
drojdii face ca aceste microorganisme să constituie un model valoros si 


pentru studiul relațiilor structural-functionale ale membranei plasmatice. 


1.2. MATRICEA CITOPLASMATICA - 


Matricea citoplasmatică (hialoplasma sau citosolul) reprezintà sub- 


\ stanţa fundamentală a celulelor vii în care sînt înglobate toate organitele 


celulare cu care interacționează fizic, chimic. şi metabolic formînd îm- 
preună o unitate morfo-funcţională, citoplasma. Este componenta celulară 
cu cel mai înalt dinamism, structura sa fizico-chimicá ca şi potenţialul său 
fiziologic modificindu-se foarte rapid, corelindu-se permanent cu condi- 
tiile mediului ambiant si cu necesităţile metabolice ale diferitelor etape de 
dezvoltare. T | ap wirt du: "linis M A 
„Denumirea de citosol, utilizată tot mai mult, reflectá starea fizicá a 
mediului. intern al celulei, de soluție apoasă, de consistenţă variabilă în 
funcţie de raportul dintre mediul de dispersie, și faza dispersată, ca şi de 
calitatea substanţelor solvite. Se admite azi că hialoplasma este un sistem 
biocoloidal complex, heterogen labil si polifazic în care faza dispersată este 


reprezentată cu precădere de micelele, coloidale (agregate organice supra- 


moleculare). | 3 
Pe lingă starea de sol, caracteristică celulelor. cu activitate fiziologică 


normală, matrixul plasmatic se poate prezenta si sub formă de gel (de 


exemplu, în cazul celulelor aseosporale), ceea ce constituie un indiciu al 


unor procese. metabolice latente. Cele două stări sînt perfect reversibile ; 
de reversibilitatea lor depind diferite funcții celulare. L rin 


1.2.1. COMPOZIȚIA CHIMICĂ .. 


Tabloul substanţelor chimice ce intră în constituţia matricei citoplas- 
matice a fost determinat prin analiza supernatantului fluid. Analizele bio- 
chimice comparative au relevat o compoziţie chimică complexă, variată si 
dinamică. | n m" 

A 3k i 1 MN j Lk LP 
Citosolul este un mediu preponderent apos,.apa reprezentind intre 70 


și 850/, în celulele din culturile fazei exponentiale. Sărurile minerale (2— 


30/) se găsesc sub formă de ioni (Mg?*, Ca?*, Nat, K+, SO”. NOJ, PO) 
sau combinate cu diferite molecule organice. Dintre substanţele. organice 


mai abundente sînt proteinele, care au fie un rol structural în realizarea 


edificiului arhitectural matriceal (de exemplu, actina, miozina, tubulina), 
fie un rol metabolic (de exemplu, enzimele : dehidrogenaze, esteraze, hi- 
drolaze). implicate într-o serie de lanţuri metabolice ce se desfăşoară în 
cadrul acestui compartiment celular. | Y Y: 


Lipidele, atit cele simple (fitosteroli, acizi graşi) cit si cele complexe 


à (fosfogliceridele), au mai ales un rol plastic si “sînt in mai mică măsură 
| implicate în metabolismul energetic celular. . esr bri 
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adesea substanțe de rezervă, cu rol energetic. SOL IT 
Dintre produsii metabolismului intermediar o pondere aparte o. au 
nucleosidele si nucleotidele (ATP, GTP, UDP, ADP, NADP etc), cu im- 
plieatii majore în metabolismul energetic al celulei, ca și unii alcooli, fe- 

noli, acizi organici etc. apnd TW Tr An iM 
Acizii nucleici (ARN şi ADN) întregesc tabloul chimic al citosolului. 
. ARN-ul, constant detectat, reprezintà intre 7 și 15% din totalul de 
ARN-celular. Din citosol au fost izolate principalele tipuri de ARN. (me- 
sager, de transfer și ribozomal) implicate în proteosinteza ce se desfășoară 
la acest nivel Pe lingă aceste tipuri de molecule, în matricea. celulelor 
“de S, cerevisiae (ca si la alti taxoni fungici) a fost semnalatà prezenta unui 
ARN de tip special, denumit killer, care este format din molecule dublu- 
catenare ce conţin informaţia genetică necesară pentru sinteza mai multor 
proteine. killer (toxine) (Koltin si colab., 1980). După opinia cercetătorilor 
Leibowitz și Wickner (1978) sînt necesare peste 26 gene cromozomiale 
pentru replicarea şi expresia ARN-killer. Cu totul remarcabilă este pre- 
zenta în matricea celulelor unor specii de drojdii (de exemplu, S. cere- 
visiae, S. carlsbergensis, S. pombe etc.) à unor minimolecule de ADN, de- 
finite ca plasmide citoplasmatice (de exemplu, ADN 2 um, ADN 3 um, ADN 
zero micron) (Clark-Walker şi Azad, 1980 ; Del Giudia şi: colab., 1981) care 
amplifică complexitatea, variabilitatea si flexibilitatea sistemului, genetic 
al acestor microorganisme. Dintre aceste elemente genetice citoplasmatice 
cel mai bine detaliat este ADN 2 wm, care s-a dovedit a fi omniprezent 


< Glucidele sub formă de mono-, di-, oligo- sau polizaharide sînt mai 


printre drojdii şi a avea o structură relativ unitară. | e! ui 

Plasmida ADN 2 um, prezentă într-un număr mare de copii ( ^50) per 
celulá, are o organizare nucleozomalá asemánátoare cromatinei nucleare . 
din. care se presupune, că provine printr-un fenomen „de extrareplicare 
(Sigurdson și colab., 1981). Structura sa a sugerat denumirea de ,,minicro- 
mozomi“. Secventierea nucleotidică a relevat existenţa în cadrul acestei 
plasmide a trei cadre deschise citirii („open reading frames“), ce corespund 
la trei gene. Două dintre aceste gene par a fi necesare pentru replicarea 
plasmidei, iar cea de a treia este implicată în procesele de recombinare 
intramoleculará (Broach şi Hicks, 1980). Pe lingă cele trei gene, AND 
2 ium mai contine o singură origine de replicare a două secvențe invers re- 
petate între care au loc frecvente fenomene de recombinare. Întrucît pro- 
dusele celor trei gene contribuie ia expresia si perpetuarea plasmidei în- 
sási, ADN 2 um poate fi considerat un tipic exemplu de ADN-egoist 
(selfish-DNA) (Broach, 1982). Tu | 

“În ciuda acestor cunoştinţe detaliate despre structura și organizarea 
moleculară a plasmidei ADN 2 m, semnificația sa biologică rămine puţin 
cunoscută. | 
„Numeroase cercetări experimentale sugerează că tulpinile de drojdii 
care nu contin ADN 2um nu se deosebesc fenotipic de cele care posedă 
această plasmidă. O opinie aparte, puţin argumentată, a fost exprimată de 
Holm (1981) care a găsit că ADN 2um are un efect letal în cazul unor tul- 
pini mutante ce au pierdut genele care le conferă „rezistență“. eam 
.: ADN 2um nu este o plasmidă singulară pentru fungi. În celulele, de 
Cephalosporium acromonium au fost evidenţiate molecule circulare, cova- 
lent închise de ADN, de circa 21 kb (Minuth si colab. 1982), iar cele de 
Kluyveromyces lactis, două tipuri de molecule lineare de ADN, de 8,4 si 
respectiv 13,1 kb, care au fost corelate cu caracterul killer. Tulpinile: de 
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K. lactis care nu posedă aceste plasmide- sint nonkiler (Gunge si' colab., 
1981). Este interesant de relevat că aceste plasmide au putut fi transferate 
Ja o tulpină de S. cerevisiae unde s-a dovedit a fi replicate și expresate. 
Mai mult decît atit; tulpina a căpătat şi fenotip Meli ED ni a opui 

În celulele de S. cerevisiae si S. carlsbergensis au fost detectate, de 
"asemenea, molecule de ADN, circulare, covalent închise, cu perimetrul de 
cirea Sum (CCC—ADN- —3um), care hibridizează cu ADN-ul citoplasmatic. 
Se pare cá ar fi copii mobile ale ADN-ului ribozomal'(Clark-Walker și 
Azad, 1980).: | N E DS Jen 


"Tot în matricea celulară a unor drojdii a fost evidenţiată si plasmida 
denumită ADN-zero micron, care se apreciazá cá nu reprezintà un produs 
de amplificare genică nucleară. Rostul biologic al acestei plasmide' este 
însă obscur. | aia ARĂ INPON A VA 


1.2.2. ULTRASTRUCTURA . 


'Pe' ultrasectiuni, matricea celulelor de drojdii apare uniform, fin-gra- 

? nulará. In zona corticală, in imediata vecinătate-a plasmalemei, se eviden- 
^ {jază ării hexagonale cu densitate electronică redusă ; unele dintre acestea 
par a fi contiguie cu invaginările 'membranei plasmatice.. Uneori, pot fi 
observate, în special în citosolul celulelor din culturile fazei. exponentiale 
'si 'ascosporilor,. formaţiuni sferice, electrondense, asimilate ca incluziuni 
ergastice (granule dé glicogen, globule lipidice ete.) ^ EM | 


/ "Deşi celulele drojdiilor nu au fost examinate la microscopul electronic 
| de înalt voltaj (HVEM); specialiștii consideră că datele obţinute din in- 
| vestigárea altor tipuri de celule (Porter si "Tucker, 1981) pot fi extrapolate . 
/'siila drojdii. Prin urmare, se admite că și matricea citoplasmatică a droj- 
! diilor: cuprinde o componentă structurală si o fază solubilă. Componenta 
structurală este reprezentată de o rețea tridimensională de filamente pro- 
teice de 4—6 nm. (microtrabecule), denumită reţea microtrabeculară xen 
‘străbate întreaga citoplasmă, interacționează cu membranele organitelor si 
‘cu elementele citoscheletului, solidarizindu-le. în ' ochiurile reţelei se gă- 
sese apa si ionii. - so | pun 
- ' "Se apreciază că reţeaua microtrabeculará, pe lingă funcţia integra- 
toare, este implicată în controlul formei celulare, in dirijarea: transportu- 
rilor intracelulare, realizind în acest sens o strinsá si amplă cooperare cu 
microtubulii și plasmofilamentele. | Nn: ae 


1.2.3. INCLUZIUNI ERGASTICE. | 

.. Celulele drojdiilor, în anumite. fenofaze ale ciclului de dezvoltare, pot 
sintetiza unele substanţe în cantităţi ce depășesc cu mult. necesităţile plas- 
tice şi energetice curente. Ca urmare, excesul de substanţă se acumulează 
în 'diferite compartimente celulare (de regulă în matricea citoplasmaticá) . 
unde organizează corpuri de depozitare cunoscute sub numele de inclu- 
ziuni ergastice.-La nevoie substanţele înmagazinate sînt mobilizate prin 
activarea unor echipamente enzimatice adecvate TM POPE 


| Dintre incluziunile ergastice prezente în celulele.drojdiilor, mai bine . 


) cunoscute sînt granulele de glicogen si globulele lipidice... ^ ' 
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Granulele de glicogen.. Observate, de. asemenea, în nucleele celulelor 
din culturile. fazei staționare; și uneori chiar. în vacuole, granulele de gli-. 


cogen se prezintă sub forma unor: corpusculi sferici, cu : diămetrul de circa 


40 : nm, electron-densi ; gigi duri e substanţă. de rezervă a acestor 
microorganisme. 


. Sferozomii (oleiozónniiy Th tst ielbttronii iile pică €orobo- 
5d cu cele citochimice au certificat prezenta cvasipermanentá în celulele 
drojdiilor a unor globule lipidice, delimitate. de o membrană simplă, cu o 
grosime. de circa 6 nm, definite ca^sferozomi sau oleozomi. Abundă in ce- 
lulele din culturile fazei staţionare şi după o inanitie lipidică sau nitroge- 
nicá (Willison si Johnston, 1985). Pe lingă frecvența mult mai mare a in- 
vaginărilor membranei plasmatice, acumularea de sferozomi! poate con- 
stitui un marker citologic pentru ‘statutul de. fază staționară. Sferozomii 
celulelor fazei staționare sînt mai mari comparativ cu cei din celulele fa- 
zei exponentiale. Această. creștere în "volum ' poate fi consecinţa | „unor fe- 
nomene de fuziune'sau de: incorporare de noi molecule lipidice sintetizate 
la nivelul reticulului endoplasmic. S-a constatat că “volumul total al sfero- 
zomilor raportat la volumul celulelor creşte. de aproape. şase ori, ca răs- 


puns la inducția fazei staționare și de peste 40 de ori ca răspuns la inanitia | 
nitrogenicá. 


: În celulele infometate de nitrogen, sferozomii, de. regulă, se. grupează 
în zona centrală a celulei, în imediata vecinătate a nucleului ; în culturile 
fazei staţionare cu. densitate celulară mare, sferozomii sint adesea: canto- 
nati in enclave nucleare. Sterozomii se disting relativ uşor de granulele de 
glicogen prin dimensiunile lor mai mari.(100—800 nm) si densitate. electro- 
nicá superioará, (după o. dublă, fixăre cu; glutaraldehidà şi tetraoxid de os- 
miu. .) Osmofilia accentuată a sferozomilor a fost explicată nu atit prin na- - 
turá lor lipidică. cît mai ales. prin, preponderența (peste 709/, din totalul 
acizilor. graşi) acizilor graşi nesaturati (oleic, linoleic): De: menţionat că 
afinitatea globulelor, lipidice dim. celulele de, S. cerevisiae faţă de :0sO4 
„este. diferită; fapt, dovedit de aspectul lor. după, o. dublă colorare cu acetat 
de: uranil. si. citrat de, plumb (Reynolds). ;Postcolorarea are ca efect scáde- 
rea densităţii. electronice a. globulelor prin îndepărtarea unei părţi din OsO4 - 
absorbit. Dar,. în timp ce unele.globule sînt .decolorate aproape. uniform, 
altele. indică, un contrast diminuat , „doar in.zona periferică, centrul rá- 
minind electrondens. Acest comportament diferit a. sugerat posibilitatea 
existentei.a cel. putin. două. populaţii distincte de sferozomi, agiieterigate 
A O structură fizică si o compozitie chimică particulare. 


Ideea. heterogenitátii populaţiei. sferozomilor din. celulele drojdiilor 
€ste susținută si de cercetările electrono-microscopice care au la bază 
practicarea metodei freeze-fracture ; în: imaginile criofracturilor unii sfe- 
rozomi apar cu structură uniform-amortă î în-timp. ce alţii prezintă o'strue- 
dură. lamelară .(Bauer și colab,: 1976, 1977).. Tipul lamelar este, in 
general, mai. puţin frecvent BÀ 4 total absent, după o jante sirene 
(Willison şi Johnston, 1985). 

. Biochimic, sferozomii sînt caracterizați de prezența în (du aproape 
in) exclusivitate a lipidelor ; dominante sint. fosfolipidele aláturi de care 
coexistă acizii graşi liberi si gliceride. 

"Sferozomii,. ca şi granulele de glicogen, reprezintă incluziuni anabo- 
lice, o altă formă de. depozitare. a. materiei. şi energiei la care celula ape- 
leâză: în: anumite fenofaze sau în condiţii de carente nutritionale. Lipidele . 
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' cantonate în sferozomi sint mobilizate şi redate circuitului prin interventia 
4 lizozomilor. Fagocitoza globulelor. lipidice de către vacuola bogată în hi- 
|! drolaze, ca si prezenţa corpilor mielinici, aspecte frecvent relevate. de in- 
vestigatiile electrono-microscopice susţin o asemenea cale metabolică. 
! Biogeneza sferozomilor este strîns legată de activitatea biosinteticá a 
citosolului și îndeosebi a reticulului endoplasmic. l 


1.2.4. CITOSCHELETUL INTRACELULAR 


.  Dintre multiplii termeni propuşi, cel de citoschelet este cel mai frec- 
vent utilizat, indicind totalitatea microtubulilor si microfilamentelor din 
„cadrul unui sistem structural-functional. Microtubulii .se individualizează 
net de microfilamente atit din punct de vedere morfologic. cit si biochimic ; 
au în comun însă capacitatea de autoasamblare-dezasamblare și rolul lor 
în susţinere, transport intracelular si motilitatea. celulară, funcţii care au 
condus la descrierea acestor, diferențieri. citoplasmatice sub. o denumire 
quis Ru Na ti eta a NE Bean ARO IRA MM A DI 
Citoscheletul este 0 structură funcţională reală, cu aspect de reţea 
) complexă, tridimensională, rezultată prin interacțiunea microfilamentelor 
„Îşi microtubulilor, prezentă în citosol, carioplasmă și condrioplasmă şi avînd 
în principal o funcţie mecanocontractilă. sa d seg, btc 


1343. MICROFILAMENTELE 


Moor (1963) este primul cercetător care evidenţiază “prezenţa în celu- 
iele criofracturate de S: cerevisiae a- unor filamente estimate la circa 
10 nm: grosime. Utilizarea 'anticorpilor monospecifici fluorescenti à de- 

, monstrat natura actinicá a acestor filamente (Forer'si colab., 1979). . 
( '. ! Microfilamentele pot fi izolate, dar de regulă sînt 'grupate (fasciculate). 
, "Fasciculele de. microfilamente au fost observate mai adesea in zona cor- 
/ ticalá a 'citoplasmei, în imediata vecinătate: a plasmalemei şi în asociaţie 
^ycu unele organite celulare (de exemplu; nucleu, mitocondrii), sugerind im- 
|plicarea lor în stabilirea topografiei şi în mişcarea prin citosol, a acestora. 
Funcţia lor motilă este legată de fenomenele de polimerizare-depolimeri- 
zare care. afectează perinanent microfilamentele de actină. În condiţii 
fiziologice normale. există un echilibru între polimerizare şi depolimeri- 
“zare, celula posedind permanent un stoc de monomeri de actiná, la care 
poate apela la nevoie, pentru un răspuns rapid si eficient. În funcţie de 
valoarea. raportului polimer /monorner, viscozitatea citoplasmei se modifică. 
Moleculele. de actină sint formate -dintr-un singur lant polipeptidic, 
au o grosime de circa 42.000 daltoni și o formá:globulará (4 nm X6 nm). 
Sinteza actinei are loc în citosol pe ribozomii liberi. "ann 
Geneza‘ microfilamentelor ca' şi topografia lor este controlată de 
așa-numiții centri organizatori prezenti la nivelul mai multor substructuri 
celulare. fel miss 


1.24.2, MICROTUBULII ` 
Microtubulii sint diferențieri citoplasmatice izolate sau asociate cu 
—potentialitate scheleticá și motricá. Au o distribuţie nealeatorie dar nu uni- 


¿“formă în spaţiul celular, JÎn interfază preponderenti sînt microtubulii cito- 
| plasmatici. care organizează împreună cu microfilamentele, in zona cor- 
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ticalà; o. reţea tridimensională, conexată cu. membrana plasmatică - 
(Hawes, 1985). .O dată cu. debutul: diviziunii se constată o concentrare a | 
microtubulilor în spaţiul nuclear; unde se organizează fusul de diviziune. 


Microtubulii sint bine evidentiati in'imaginile electrono-microscopicé 

ale: materialelor fixate cu glutaraldehidă si tetraoxid de osmiu, la care s-a 
adăugat si acid tanic (Fujiwara. şi Link, 1982). Dinamica . microtubulilor 
(asamblarea şi  dezasamblarea, schimbarea poziției si asocierea) poate- fi 
vizualizată prin aplicarea microscopiei imunofluorescente în care sînt uti- 
lizate antitubuline specifice (Osborn si Weber, 1982). să 
"Un microtubul are forma unui cilindru neramificat, cu un diametru 
de 27 nii (—30 nm) şi o lungime variabilă (2—30 nm). Diametrul intern 
al microtubulului (lumenul) a' fost estimat la circa 17 nm, iar grosimea 
peretelii' la 5 nm. Fiecare microtubul este constituit in mod normal din 
13 protofilamente ; protofilamentul este un polimer format dintr-un nu- 
măr variabil de dimeri de ix şi B-tubulină, ordonati într-o succesiune li- 
neară. Subunităţile și 8 de tubulină alternează în cadrul protofilamen- 


tului. Dimerul tubulinic are o grosime de 100 000 daltoni si o constantă de 
sediimértareBe GSi TA dae Y mi s TE ou 
— Protofilamentele din. cadrul unui microtubul sint solidarizate prin 


legături laterale care sînt însă mai slabe decît cele longitudinale 
(Amos, 1982). PER ADM SUP d | "| ép 
-| Secventierea.completà a aminoacizilor din tubulinele mai multor specii 
animale, vegetale, si fungale a relevat o înaltă conservare evolutivă a 
acestor molecule (Krautis si colab., 1981). Există însă şi probe care indică 
o oarecare heterogenitate a ambelor. subunități de tubulină (Sullivan și 
Wilson, 1984). Mai mult decît atit, la unele drojdii (Saccharomyces, Can- 
dida) sila Aspergillus nidulans, s-a constatat că diferite tipuri de tubu- 
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line pot, fi. corelate cu, variate funcţii ale microtubulilor. Astfel, tubuli- : 


nele ix și/sau xg ca si tubulinele:f+ si Bo sint constituente: ale fusului mi- 
totic şi:ale, microtubulilor citoplasmatici implicaţi în migrarea nucleară 
(Oakley si Morris, 1981),.in timp ce tubulina: 83 este implicată în dezvol- 
tarea ascosporilor şi: conidiilor :(Weatherbee si colab., 1985). May şi colab., 
1985, au arătat cà. Aspergillus; nidulans produce 6 tubuline diferite, 3-a 
si 3-3, codificate de mai multe gene. Analizele de hibridare ADN XARN 
indică faptul cá genele care codifică diferitele, tipuri de tubuline sint dis- 
persate pe mai multi cromozomi şi că genele pentru «sl B-tubulină, de 
regulă, nu apar în tandem (Burland si colab., 1984). . dis dă iri — 3 
Analiza. comparativă a secvenţelor :nucleotidice ale genelor care co- 
difică pentru «-tubuliná din diferite. organisme, inclusiv din drojdii, a 


care specializare (Krámker si colab., 1985). vitis 
Biogeneza microtubulilor este. un fenomen de formare de novo prin 
autoăsamblarea dimerilor de:tubulinà: Studii privind polimerizarea in vitro 
a tubulinelor relevă cá asamblarea microtubulilor are loc in două etape 
distincte. Prima etapă, a nucleatiei, este caracterizată de apariţia de va- 
riate forme oligomerice de tubulină : inele, discuri, spirale, benzi (pan- 
plici). drepte, sau curbate, de protofilamente (Mandelkow si Mandelkow, 
1983). A doua etapă, a asamblării, este caracterizată de elongarea micro- 
tubulilor prin aditia terminal-longitudinal a unei singure subunități de 
tubulină sau de oligomeri tubulinici (Carlier si colab., 1984; Kravitz si 
colab., 1984). bo eom serae " 45 


condus la concluzia că microtubulii au suferit in timpul evoluţiei o oare- 


ol 


? 


"În procesul” de: biogeneză':a - -.microtübulilor un: rol important revine 

i ds -numitelor proteine asociate microtubulilor (MAP), ce favorizeazá asam- 

blarea oligomerilor prin prefigurarea modelului regulat, de-a' lungul mi- 
erotubului care.se;elongheazá (Kisten, 1986). 

.Elongarea. microtubulilor este polarizată, fapt ics bre n prin. măsu-. 
rarea “constantei ratei de aditie a .subunităţilor. la: capete (Mitschinson + si 
Kirschner,.1984). Poate, fi distins aun..capăt care crește rapid (+) și. altul 
care se. elonghează. mai lent (—) Schulze şi Kirschner.. (1986). găsesc . că 
în decurs de 715 minute mai mult de 809A: din tubulinele - -unui - mierotubul 
sint reinnoite. si că între microtubuli poate. avea loc un; schimb de: sub- 
unităţi de tubulină. - 

l ‘Asamblarea şi elongarea in vitro s-a dovedit : a | necesita. GTP, care se 
leagá de subunitatea B a dimerului de tubulină. Dezasamblarea ca si trans- 
ferul subunitátilor. de tubulină de la. capătul. (—) la capătul (+) necesită 
hidroliza. GTP. Bayley,si Manser (1985). demonstrează . prin, experienţe 
in,vitro.cà geneza microtubulilor poate avea loc in absenţa GTP dacá era 
prezent. pir ofostatul.. 

Experimentele. de nucleatie in vitro au confirmat concluzia. sugerată 
de distribuţia nerandomică a microtubulilor in. spațiul celular si anume 
cá biogeneza microtubulilor. este controlată de unele formaţiuni. celulare 
definite, -centri organizatori! ai microtubulilor (COM) (Lloyd. si Barlow, 

1982). S- -a constatat, de asemenea, că edificiul microtubular se "metamor- 

fozează drastic în timpul ciclului celular: secventa' de modificări este însă 
constantă şi definitorie pentrü o anumită etapă: În interfază microtubulii 
au ò ordonare periferică ; debutul profazei este marcat $1 de o concentrare 
a microtubulilor în zona de. emergenţă mugurală, ca în &pînd - cu prome- 
tafaza să'se' constate o concentrare" a microtubulilor Y spaţiul nüclear, 
unde organizează fusul de diviziune (vezi diviziunea). 
- ^''pintre multiplele substructuri celulare incriminate d juca rol de COM, 
numai organitele’ asociate nucleului (NAO), denumite și plăci centriolare, 
(Heath, 1980) s-au dovedit a avea această funcţie. Nu este exclusă prezenţa 
unor zone difuze care pot initia si promova organizarea microtubulilor 
(Schnept, 1984). Astfel de zone pot exista la polii celulelor si in alte re- 
Biuni “ale citoplasmei corticale, determinînd pozitionarea" corectă a forma 
thinilor microtubulare. 

Microtubulilor le sînt atribuite mai pae functii, dintre: care: mai bine 
argumentate sint urmátoarele : dL Á 
.. — mierotubulii induc si menţin forma cefer diferitele aspecte mor- 

) | fologice: tranzitorii pe'care le îmbracă celulele în timpul citodiferentierii 

ÎN sînt Mme" si de microtubuli ; 

| „nu — există “multe indicaţii pentru implicarea microtubulilor corticali 

în orientarea si depozitarea microfibrilor de' glucan. Recent a fost pro- 

pus un model de. orientare: helicală-tranzitorie a: microtuburilor; "ceea ce 

A le-ar permite o: reorientare: rapidă: (prin despiralizare) in raport:cu planul 
membranei plasmatice (Lloyd şi Seagul, 1985) ;: 


— microtubulii joacă uni rol important in — intracelular. 
Migros. cromozomilor spre planul ecuatorial si distributia echilibratá a 
produsilor de replicare sint. neindoielnic legate de activitatea microtubu- 


lilor polari Si: kinetocorali ce intră în a i UNOR E fusului de diviziune (King 
h si colab.; 1982); l ; 


LE unele! 'obser vatii sugerează cà microtubulii colt iile atât la: pozi- 
, Wionarea cit si la miscarea organitelor in spatiul celular (Meindl 1983, 


ri 


mentele). 


1985). Rolul microtubulilor in migrația organitelor .(inclusiv a nucleului) 
se pare a fi mai mult de orientare (ghidaj), mecanismele generatoare de 
forţă fiind legate de alte sisteme mecano-chimice (de exemplu, microfila- 


Y 3: RIBOZOMI 


Riboni sint. organite | cu org anizarea cea mai simplă dar: cu un rol 
cheie in traducerea mesajului genetic conţinut in ARNm si prin aceasta in 
functionarea tuturor lanturilor metabolice celulare. Sint ubicvitari in ce- 


lulele vii procariote și eucariote. | d: 


Ribozomii drojdiilor au fost intens cercetaţi atit din punct de ol E 
structural, biochimic cit si al potenţialului funcţional, în scopul descifrării 
mecanismelor moleculare ale proteosintezei si al înțelegerii limitelor mi- 
nimale ale organizării unei structuri viabile, cu potentialitate metabolică. 


Citoribozomii, distribuiti in toatá masa citoplasmaticá căreia îi con- 
ferá.un aspect fin-granular, sint liberi sau atașați membranei reticulului 
endoplasmic ca și membranei externe a învelișului nuclear. Mitoribozomii 
sint, de asemenea, diseminati in condrioplasmă sau atașați de membrana 
internă a învelișului mitocondrial si membrana cristelor. Particulele ri- 
bonucleoproteice prezente in carioplasmă si la nivelul nucleolului au fost 
interpretate ca subunități ribozomale mature, sau în curs: de for- 
mare (fig. 16). . 

Densitatea ribozomilor pare a fi certat in sens pozitiv cu rata de 
creștere si poate fi modificată de influenţa unor factori ai mediului am- 
biant. În celulele de drojdii crescute pe etanol ca sursă de.carbon, nu- 
mărul ribozomilor se reduce la jumătate în comparaţie cu celulele crescute 
pe glucoză. De asemenea, inducerea sporulării prin eliminarea sursei de 
azot este însoţită de un declin evident al densității ribozomilor, care poate“ 
reprezenta numai 5—10% din numărul celor din celulele vegetative (Pear- 
son si Haber, TOFO ur 


ganizaţi în formații polizomale de diferite configurații. Numărul mare de 
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c —À' 


q 
huD 


În celulele cu creștere 1 rapidă, mai mult de 900%% din ribozomi sint TT 


polizomi, care persistă chiar, după inhibitia sintezei ARNm, sugerează că 
ribozomii mai mult decît ARNm limitează sinteza proteinelor Procentul 
ribozomilor asociati in -polizomi . suferă un declin. vertiginos” în celulele 
sporogene (Kraig si Haber, 1980). Cu toate acestea, dacă | se adaugă ciclo- 
heximidă, toti ribozomii sint organizati in polizomi, ceea ce sugereazá cá 


in timpul sporulării .sinteza. de proteine este limitată de lipsa ARNm 
(Frank si Mills, 1978). 


Pe lîngă ribozomii asociaţi ARNm, in citosol ca şi in carioplasmá se. 
gásesc subunități ribozomale mature, apte de a se ataşa oricînd de ARNm 
și de a iniţia. traducerea mesajului. genetic, sau imature, din structura că- 
rora: lipsesc unele. proteine esenţiale 'care se. consideră -a fi: aditionate l^ 
nivelul citosolului ca etapă finală în biogeneza ribozomilor. 

Ribozomii de Saccharomyces’ cerevisiae, ‘Candida robusta, "Schizosac- 
charomyces pombe și alte drojdii investig zate pînă acum. s-au dovedit. a 
àveà.o mor fologie, structură. chimică si un comportament functional. simi- 


lare, dar, nu identice, cu cele ale iribggørnitor -deila alte: eucariote fungale, 


vegetale.si-animale. 
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Fig. 16. — Sector dintr-o celulă de C. robusta in care,se ob- 
.servá numerosi ribozomi (Rb), marea majoritate fiind .li- 
beri“ în matricea celulară. » 


În imaginile electrono-microscopice - ale ultrasecţiunilor, ribozomii 
apar sub forma unor particule unice, electron-dense,. cu diametrul de 24— 


4. 26 nm şi contur neregulat. Citoribozomii, se individualizează. de mitoribo- 
AA, 2) zomi prin unele însușiri biochimice şi funcţionale, dar se aseamănă prin 
pz morfologie, structură si potentialitate metabolică. 


1.34. CITORIBOZOMII 


f `: : LE . WIET e . ` ] . 1*2 jy ure s — t i T . , 
à 'Ribozomii citoplasmatici prezintă particularitátile generale ale ribo- 
:^ /zomilor eucariotici. Cei de la Saccharomyces cerevisiae au diametrul de 
"circa 26 nm, masa moleculară de,4,1-109 daltoni şi constanta. de sedimen- 


N tare de 91,5S. Cele două subunități constitutive au constante. de. sedimen- 


tare de 60S si 40S şi greutăţi moleculare de,2,84- 0,2-105 daltoni, respec- 
tiv 1,47-105 daltoni. Coeficientul de extinctie pentru subunitatea mică 
(de 40S) a fost estimat la 94,5, iar cel de difuzie la 2-10-7 cm?/s. Va- 
lorile acelorași. coeficienţi pentru subunitatea mare (de 60S) sînt de 99,5 


si respectiv 4,21-107 em?/s. 


94 


Imaginile electrono-microscopice relevă diferente morfologice între 
cele două subunități ca si caracterul lor asimetric. Subunitatea mare: pare 
a fi emisferică, cu trei protuberante inegale situate in planuri 'diferite si o 
depresiune; centrală. Subunitatea mică are formă: eliptică, curbată şi apla- 


tizată, subdivizată în două părţi inegale : cap, care reprezintă circa 1/3 din ` 


particulà si corp, separate de o incizie transversală, cunoscută sub nu- 
mele de col. Cele douà subunitáti se autoasambleazá pe codonul de ini- 
tiere (AUG) al ARNm, rezultind ribozomul functional 81,5S si disgciază 
la întâlnirea unuia din.codonii de terminalizare. (UAA, UAG, pt JAvo- 
zitia asimetricá a subunitátii mici la subunitatea mare con Tibozo- 
mului, in general, un aspect asimetric, o bipartitie si apariţia unei incizii 
în profilul “subunități mari. Numărul ribozomilor atasati de © moleculă de 
ARNm depinde în exclusivitate de lungimea acesteia ; doi ribozomi suc- 
cesivi sînt situaţi Ja o distanţă de circa 25 nm, ceea ce cor espunde la o 
secvență formată de circa 100 nucleotide. Fiecare ribozom din cadrul unui 
 polizom sintetizează independent un. lanţ polipeptidic. a cărei lungime 
creşte pe măsură ce ribozomul se apropie de capătul 3' (de codonul de 
terminalizare) al ARNm-ului. Activitatea proteosintetică a :citoribozomi- 
lor este inhibatà de cicloheximidă, fapt 'dovedit printr-o: serie de expe- 
 riente realizate atit în vivo cît si in vitro pe diferite tulpini. de S. cer evisiae 
cvs n | : 


a, 3.1.1. "CARACTERIZARE BIOCHIMICA 


Analizele biochimice ale ribozomilor iuolati si  purificati de la diferite 
specii de droidii au reliefat existenţa unei compozitii cantitative și calita- 
tive tipică ribozomilor eucariotici. Substanțele structural-functionale de-, 
finitorii sînt ARN-ul şi proteinele, alături de care coexistă o mică canti- | 
tate de lipide si ioni minerali. Raportul global ARN/proteine éste de` 
regulá 1 / 1 sau foarte aproape de această Valoare] În cazul ribozomilor de 
. 5. cerevisiae valoarea raportului ARN proteine variază între 1,04 si 1,12. 

ARNr. Citoribozomii din celulele de S. cerevisiae contin 4 specii de 
ARNT : trei sînt localizate în subunitatea mare de 60S si au constante de 
sedimentare de 25S, 5,8S si 5S, iar cea de a patra de 185 în subunitatea 


de 40S. Proprietăţile acestor molecule sînt sumarizate în tabelele 3 si 4. 


Tabelul 3 


Caracteristici ale ARNr de la S. cerevisiae . 


Numărul 


Molecule de Număr ny ue) Număr de 
ARNr nucleotide » des pseudouridine 
258 si 335 WES 43 — 14.182 
185 1650. 24. 14 
5,88 158 — 1 


5S h piat —- 1 


Din lectura tabelului rezultă că numai moleculele mari de 25S si 185 
au nucleotide. metilate, nu și cele. mici. (de.5,9S.si DS) care, de asemenea, 
conțin numai, cite. un. reziduu de. pseudouridină. „A. fost determinată sec- 
venta completă a moleculelor de. ARNr de 5S ;.5,9S si 18S din S. cerevisiae 
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be 


(Miyazaki, 1974; obi 1973 ; Rubtsov si col Mn ca si a' moleculei de 
.5S din: S. carlsber gensis "(Hindley și: Page, 1980). 

- Astfel de cercetări de secventiere au'relevat. că între diferite tipuri de 
molecule ARNr existá diferente pregnante in. privinta compozitiei in baze 
azotate (tabelul 4), procentului de acid T Po ude e și a conținutului” de 
nucleotide metilate (vezi tabelul: 3). 


fo E um n! Tabelul: t 
5 Compoziţia în Băte azotate a ARNG de la S: cerevisiae í 
A. | 5 v," (după Attardi si Arnaldi, 1970) - ma. X 
„Aia File cag Vw Ls age Cos 1 lle Ra Sra tuo PME 
Specii” iMt ii NET Moli, 95 ^.— nar Bow uu. n 
moleculare QE EC DI A a | ph 1 
ARNrOC G> A WU sb ste CN UDA % 
a: DS Mv TS HS WS i: m jm. o: is V ne 
dss“ 4 Ph age PARI i PEG e OM 8,5. 45,2. 
EO (393,8 „24, i 24,7 974 7305 91,2 


Tinind cont de cite de plutire ale a MM rütstilor (1,512 g/ml si 
respectiv 1,600 g/ml), s-a estimat cá ARNT reprezintă doar 45%% din greu- 


tatea: uscată a particulei mici; în timp ce în subunitatea. mare ARNr re- 
prezintă circa 600/. 


Proteinele ribozomale. Au fost in buná parte rezolutionate prin 
electroforezá uni- si bidimensională pe gel: de: poisasiimus in prezenta 


dodecilsulfatului de sodiu fos -PAGE) (fig. LM EAS 
f Y 
: i : b à 2i : E i g " s ‘S e 
E YT) d.) 1 $ 
( Zl 4 p RASS ^ ni P Ea ys 1 A eov 
SDS ú SPA L 98-18 9-r*ok : 
; ist. c o e "tt freie A 
US ouis 
Á 8 
UV E fà 
4 10 5. ex c 
43 42 499 
14 WS e s v 
emi a 45. 
16 4B xe 
a2 UNE C ; 
m 2. > 2%19 
38 GA 2382 28.29 
4o» dp Le SE 
x 3 i Ei de 
S568 7 ir 2 45 
a "55 5 sika - i FAT 65 
57:5. 53i E t MM P. 
e 498597 59 : TE 48A 47 Ty 3 
zise 61 62:395 A64 66 AN 
s 37 7o 3 
paee E 


Fig. 17. Electroforeza bidimensinală pe gel de poliacrilamidă | 
in prezenţa SDS la pH —5 a proteinelor ribozomale (după ` 
'- -Gorenstein si Warner, 1976). 
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'- Este neplăcut să' constatăm că pînă în prezent nu se poate spune cu 
certitudine cité proteine se află în ribozomii :drojdiilor. Majoritatea cer- 


TET 


logică, determinind activarea ribozomilor. . ete KA. 

< Proteinele: L44/L45. din drojdii. sint clar analoage si | cu proteinele 
EL7/EL12.din. Artemia,(Amons si colab., 1977). Caracterul lor acid este 
determinat nu. numai de,compozitia lor aminoacidă ci și de, puternica, lor 
fosforilare; Pe lîngă aceste proteine s-au dovedit a fi fosforilate și alte pro- 
teine. din structura ribozomilor drojdiilor.:; Certă este fosforilarea: reversi- 
bilă a lui S10, care pare a fi analoagă cu. S6. din celulele maniferelor 
(Thomas şi col. 1979). Gradul sáu de fosforilare depinde de stadiul ciclu- 
lui celular și.de condiţiile de creştere.: În celulele cu creştere rapidă atinge 
gradul cel mai înalt de fosforilare, fapt dovedit, de spoturile satelifere pe 
care le formează, electroforegramele . bidimensionale. Fosforilate, dar, la 

 Brade de măgnitudine inferioare comparătiv cu S10, s-au dovedit a fi si 
proteinele” S2, L9 si L30 (Kruiswijk şi” colab., 1979).' Sanchez-Madrid 
$i colab. (1979) au identificat in plus o proteină acidă fosforilată, distinctă 
de L44/L45, care. în anumite condiţii pare ferm legată de subunitatea de 

| 60S, pe care au simbolizat-o cu Ax. Nu este încă clar dacă. Ax este întra- 
 devár o:proteină ribozomală sau un factor. ` e 
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- Faptul cá.proteina S2 fosforilatá migrează cu aceeași, CMS si în ace- 
lasi loc :cù: o.: proteină ribozomală. de hamster, de asemenea fosforilată, 
sugerează că fosforilarea proteinelor: ribozomale eucariote a fost înalt con- 
servată în timpul evoluției.  Fosforilarea si defosforilarea proteinelor ri- 
bozomale sint procese reversibile independenta. de biogeneza rib Royallor 
a căror semnificaţie funcţională este puțin înțeleasă. 


_ “Unele proteine, atit din subunitatea de 60S (in epail L15) (Con: 
non si'colab.; 1977) cit şi din subunitatea de 40S (de exemplu, S10, S15, 
S3I si S32) (Hernandez si colab. 1978), s-au dovedit'a fi metilate. 


"ERU 


Stoichiometria: proteinelor ribozomále,: in general, inclusiv a acelora 
din drojdii, este incertă. Kruiswijk si colab. (1978) au realizat unele: de- 
terminări care i-au condus la concluzia că majoritatea proteinelor din ri- 
bozomii drojdiilor: sînt prezente in cantități echimolare, existind cite (o 
copie pentru fiecare proteină. Trebuie. însă menţionat că apar diferenţe 
evidente între intensitatea de colorare ă :spoturilor, ceea':ce se: datorează 
probabil | existenței unora dintre proteinele ribozomale. în' două sau mai 
multe copii. Este aproape sigură prezenţa mai multor copii pentru protei- 
nele L44/145, fapt sugerat: si de prezenţa mai multor situsuri de legare 
a anticorpilor: pentru aceste proteine. 


| Combinarea tehnicilor de reconstituire în vitro, de digestie enzima- 
ticá controlată, imunolectrono-microscopia, : a afinitàtii cromatografice. de 
împrăştiere a neutronilor etc. a adus. contributii remarcabile la descifra- 
“rea! topografiei proteinelor si a ARN-ului. Concluzia desprinsă este că 
proteinele. au o strică ordonare spațială, specifică fiecărei subunități. To- 
pografia. proteinelor ribozomale are neîndoielnic un sens functional, iar 
constanfa — sa, nu poate fi explicată decît prin. specificitatea ` jnteractiilor 
proteine Z x ARN. Secvente nucleotidice bine definite interactioneazá intot- 
deauna, intr- o anumită etapă biogenetică, numai cu anumite proteine. Deci 
interacțiunea ARN-proteine este ordonată nu numai topologic ci si crono- 
logic. ‘Arhitectura moleculară si capacitatea funcțională a subunitátilor ri- 
bozomale rezultă tocmai din această cooperativitate, a ARN-ului .cu pro: 
teine: Ordonarea tridimensională a proteinelor ribozomale ar fi greu de 
realizat în absenţa ARNr asa cum interactia specifică a ARNr cu ARNt si 
ARNm nu poate fi concepută in absența proteinelor. Din datele furnizate ` 
de tehnica împrăștierii neutronilor rezultă că în ambele” subunități ARN 
si proteinele formează un mixaj neuniform, dar nu randomic. 'Mixarea 
celor două! componente ribozomale duce la formarea unor doienii functio- 

nale care au în constituţia lor, în mod cert, atit ARN cit şi! proteine ; rolul 
primordial îl deține ARN ce operează selecția proteinelor pe care le leagă, 
lar ulterior a ARNt si IN CF 


proteină, mediate de ARNr. Consecința modelatoare a egárii Ei tai 
ribozomale este mai adesea descresterea gradului - de structuralizare a 
ARNr-ului facilitînd astfel „accesul“ unor proteine care nu se: pot lega | 
primar de-moleculele ide ARNr. Pare logică concluzia cá proteinele mutual 
dependente una de: alta în timpul asamblării sînt strîns învecinate în ri- 
bozomul intact, și asociat cu secvențe nucleotidice contigue. Acest adevăr 
a fost demonstrat în cazul proteinelor. S9, S10, S13, S14 si S19. a căror 
asamblare este: dependentă de proteina S7. Au fost identificate si alte 
grupuri de proteine cooperative ‘de-a lungul moleculei de ARNr de 18S 
care au fost denumite cuiburi de asamblare. Proteinele v unui cuib de asam- 
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blare par sá coopereze intr-un mod particular “pentru realizarea unei 
funcţii în cadrul ribozomului. Diversele cuiburi de asamblare sînt inter- 
relate structural si functional ; în activitatea lor coordonată rezidă funcţia 
proteosintetică a ribozomului. | | | 

Experimentele in zitro au demonstrat, de asemenea, existenta unor 
interactii specifice a proteinelor ribozomale si cu ARNm. Proteinele Si. 
S4, S18 si S21 împreună cu o secvenţă. nucleotidică de la capătul 3'-OH al 
moleculei de ARNr de 18S formează un domeniu care recunoaște si leagă 
o anumită secvenţă nucleotidică a ARNm. A 


13.1.2. BIOGENEZĂ .. .- 


Biogeneza ribozomilor este un proces complex, strict reglat genetic, 
care se desfăşoară cu intensitate variabilă, fiind corelat permanent, in sens 
pozitiv, cu necesităţile fiziologice ale celulei. În celulele din culturile aflate 
în faza exponențială de creştere, fenomenul atinge cote maxime. 

Biogeneza ribozomilor este un proces de formare de novo care im- 
plică sinteza proteinelor ribozomale şi a ARNr-ului, urmată de interactia 
specifică a celor două componente, care are drept rezultat construirea trep- 
tată a subunitátilor ribozomale funcţionale. Atit ARNr cit si fiecare din 
proteinele ribozomale sint sintetizate continuu de-a lungul ciclului celu- 
lar, ceea ce denotă că populaţia ribozomală se. remaniazá permanent. 

Sinteza ARN-ului. Transcrierea genelor. ribozomale realizată de 


- 


ARN-polimeraza 1 si III a fost observată pentru prima oară de Cramer şi 
colab., (1976). Datele experimentale i-au condus la concluzia că genele 
“ ribozomale sînt repetate (existind în circa 100—120 copii), strîns linkate. 
ordonate în tandem direct, în regiunea organizatoare nucleolará a cro- 


mozomului XII (Peters, 1979 ; Fangman si Zakian, 1981) (fig. 18). 


“Deşi localizate în cadrul acelorași secvențe ADN, genele ribozomale se 
pare că formează două unități de transcriere. 

Gena pentru molecula de ARNr de 5S formează o unitate de trans- 
criere de sine stătătoare, ce flanchează cealaltă unitate de transcriere 
constituită din genele pentru molecule. de ARNr de. 18S, 5,88 si 2585. 
Transcrierea sa se face in sens invers fatá de celelalte gene ADNr, adicá 
de la dreapta spre stînga şi este realizată de ARN-polimeraza III (Maxam 
Si colab., 1977). Genele ARNr de 55 apar ordonate in tandem repetat, ca 
secvenţe spatiatoare. Secventierea unității sale de transcriere a reliefat 
citeva aspecte interesante. În primul rînd retentia unei secvenţe formate 
din 50—80 pb in aval faţă de punctul de start, care este absolut necesară 
pentru inițierea transcrierii. (Klekamp şi Weil, 1982). Elementul sau ele- 
mentele din interiorul acestei secvențe au fost numite regiune de control 
pentru a se distinge de elementele promotoare localizate la capătul 5'. Ge- 
nele ARNr 5S, ca si genele ARNt din drojdii, posedă în mod constant două 
însușiri structurále potential-relàte de terminarea transcrierii ; douá plieri 
simetrice extensive in interiorul genei $i un cuib (grup) de „T“ pe 'cà- 
tena +-, opus capătului 3'-al ARN-ului. : Hs i M 

„Întrucât molecula de ARNr 5S are un trifosfat 5', se consideră, a fi 
colineară cu gena sa (Hindley si Page, 1972). Se pare că nu suferă nici o 
modificare posttranscriptionalá, deoarece nu au fost detectate grupe metil 
(Udem si Warner, 1972). dva îi qUE (106. 4) "d? "t 

Celelalte specii moleculare de ARNr (de 185, 5,8S si 25S) sint'co- 
transcrise (genele lor formind o singurá unitate de transcriere). Transcrie- 
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Fig. 18. Structura unităţii ‘repetitive a ADNr (după. 
1 J. R. Wamer, ,1983). is 


rea este realizată de. ARN-polimeraza I, în sens invers E oc cu gena 
pentru ARNr 9S, adică de la stinga la. dreapta (vezi. fig. 18). Transcriptul 
primar, apreciat iniţial ca avînd o greutate: moleculară. de 3,1-109 daltoni 
şi o constantă de sedimentare de 428 (Retel si Planta, 1970), potrivit date- 
lor mai noi, se pare a fi format din circa 7 000 de nucleotide, avînd o con- 
stantă, de sedimentare de.35S. La capátul Ji , transcriptul. poartă structura 
PPDADUp, ceea ce constituie un bun. kom de identificare a sa (Klemenz 
. $i Geiduschek, 1980). Capătul 3' este la 7 nucleotide in aval de capătul 3 al 
moleculei de. ARNr 25S (Veldmann, 1980). . 
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'Transcriptul primar, poligenic (ARNr precursor) este ulterior extensiv 
prelucrat; Transformările posttranscriptionale constau în fragmentare, eli- 
minarea unor secvenţe nucleotidice, metilare si: pseudouridilare, scáderea 
continutului de: G4-C. Aceste transformári secundare sint initiate pe ca- 
tena ARN in curs de sinteză si continuă chiar in moleculele: complet for- 
mate, desfásurindu-se in paralel: cu diferenţierea unor: structuri secun- 
dare si teriţiare induse de interactia ARN cu proteinele ribozomale.: Circa 
60 nucleotide din ARNr precursor sint metilate ; grupările metil sînt adi- 
tionate, de regulă, la nivelul ribozei (2'-OH) dar și al bazelor azotate, pro- 
ces realizat de-metiltransferaze specifice. Paralel are loc şi conversia ma- 
joritátii reziduurilor de Bild ar in pseudouridilie. (Brand si 
colab.; 1979). e i NIAE; 

ARNr- -precursor . de 35S contine un număr mult mai mare de nucleo- 
tide (circa 7 000) comparativ cu cele ce intră în constituţia moleculelor 
mature de ARNr (circa 5 9 000). Excesul de nucleotide (circa 2 000) va fi 
eliminat treptat, prin interventia unui tip particular de exo-endonucleaze, 
numite convertaze. Analizele de restricție combinate- cu cele electrono- 
microscopice au demonstrat că in timpul prelucrării transeriptului primar 
nu'au loc fenomene de îmbinare (;splicing*) (Phillipsen si colab., 1981), 
ceea ce denotă că genele ribozomale, nucleare, în contrast cu gena mitocon- 
drială pentru molecula de ARNr 21S, nu prezintà' discontinuitate genică. 


Etapele prelucrării ARNr- Grease fost descifrate de Trapman 
si Planta (1975), prin analize chinetice; Într- -0 primă etapă are loc exci- 
zia unei, secvenţe neribozomale care are drept consecinţă scăderea 'con- 
stantei de sedimentare a moleculei de ARNr-precursor de la 35S la'325. 


Ín celulele normale au ‘fost detectate numai foarte. puține astfel de 

molecule (32S), ceea ce sugerează . că ele sint rapid clivâte, rezultind 
ie Pi relativ stabili, de 2S Si 20S. În continuare, ARNr de 27S 
este tăiat. la ambele. capete. (3' si 5), rezultind molecula finală de ARNr 
de 258, o moleculă. precursoare. e 7S si o secvenţă nucleotidică care va 
fi. eliminată (Helser si McLaughlin, 1975). Prelucrarea subsecventá a 
ARNr de 7S, ce constă în principal in excizia unor secvente nucleotidice 
de la: capătul 5", duce la formarea moleculei de ARNr 5,8S. Capătul 5' al 

moleculelor de ARNr 5 5,85 este o structură heterogenă datorită unei pre- 
“lucrări neuniforme. El. este implicat în interactia cu ARNr 258, realizind 
legături stabile de H (Nazar si Stitz, 1980). Etapele mentionate pînă aici 
se desfăşoară în nucleu. Unele transformări au loc însă şi în citoplasmă. 
ARNr-precursor de 20S este translocat sub această formă în citoplasmă 
unde este complexat cu unele proteine. ribozomale. Aici are loc înde- 
părtarea unei secvențe nucleotidice de la capătul 3”, rezultind molecula 
de ARNr 18S. Tot în citosol are loc si metilarea nucleotidelor 19. şi 20, 
fenomen de care depinde maturarea subunitátii ribozomale mici (de 40S), 
capacitatea. sa de a participa la procesul de sinteză a proteinelor. 


“Analiza secvenţelor. nucleotidice, de la ambele “capete. ale ARNr ma- 
ture, ` a relevat că nu există regiuni de complementaritate, similare cu 
cele existente in E..coli, de unde concluzia cá RN-aza III nu pare a fi im- 
Plicatà in maturarea ARNr la SIDE (Vaanian si colab., .1980 ; Sentenac 
Și Hall, 1983). : 


d prezenta DN IER sau. in mutantele la, care “sinteza proteine- 
d Wa ribozomale este. represată,. nu este produsă nici o moleculă matură de 
ARNr. si nici. chiar molecule precursoare intermediare, desi molecule de 
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ARNr-precursoare; de 35S sint sintetizate la cote înalte. Aceasta înseamnă 
că maturarea. ARNr-precursoare este clar, dependentă: de- prezenţa pro- 
teinelor. ribozomale, : sintetizate "paralel: cu. transcrierea ARNr. 

. Desi genele ribozomale formează: două unităţi de transcriere, cu sens 
contrar, transcrierea. lor;:este riguros corelată, realizindu-se : întotdeauna 
în raporturi:stoichiometrice. echimolare. ` Mecanismul care guvernează 
această transcriere sincronă, cu viteză foarte mare, este. puţin înteles, 

Rezultatele experienţelor de hibridare-a ARNr de la drojdii cu ADNr 

de la diferite specii. de procariote si eucariote au relevat o extensivă omo- 
logie, ceeace a condus la concluzia: că genele ribozomale, în: general, 
au suferit un grad. relativ limitat. de diversificare evolutivă. 
- Sinteza proteinelor ribozomale. Detinem în prezent puţine date ex- 
perimentale privind sinteza proteinelor ribozomale la drojdii. Interpre- 
tarea. datelor citoautoradiografice au, condus la concluzia că. procesul este 
similar cu cel descris pentru ribozomii mamiferelor. -. | isp. 


Informația «genetică pentru cele: circa: 80. de proteine ribozomale este 
stocată in nucleu. Genele pentru aceste proteine sint dispersate pe cel. pu- 
tin 3.cromozomi distincti. În general nu sint linkate, fiind transcrise izolat, 
rezultînd ARNm-monocistronic. Această -opinie „este susţinută în; special 
‘de tehnicile de clonare. si hibridare a genelor. Woolford si colab. (1979), 
au: izolat și: clonat genele pentru proteinele 39, 51, 52 și 63; şi au dove- 
dit că ele nu sint linkate, La rîndul sáu, Warner (1981) a clonat gena care 
conferă rezistenţă la trichodermin (tem) si găseşte cá ea. codifică „pentru 
proteina. L3. Gena este situată pe un fragment de ADN de 13,5 kb care 
nu mai contine nici o altă proteină ribozomală. Fried şi; colab. (1981) 
au clonat genele pentru alte 14 proteine ribozomale (S7,. S10, S11, S16A, 
TA L16, L32, L37,.24, 28, 29, 58 și 63); cu toate ci dimensiunea medie 
a acestor clone a fost de aproximativ 8,5 kb, numai una din ele a con- 
ținut două gene pentru proteine ribozomale, Genele examinate par a fi 
unice ; excepţie face gena peniru proteina /39 pentru care Woolford si 
colab, (1979) au identificat două gene nelinkate. . iere tgp a " 

Urmárindu-se cinetica pulsurilor,, radioactive ;s-a concluzionat: cà 
traducerea. mesajului ; genetic din ARNm pentru proteinele. ribozomale 
are. loc în citosol pe, policitoribozomii liberi. O. dată sintetizate migrează 
rapid spre nucleol unde interacționează specific. cu ARNr, rezultind par- - 
ticule. ribonucleoproteice, „precursori ai. subunitátilor: ribozomale. Radio- 
activitatea crescută ca si volumul, considerabil: al nucleolului (care poate 
ocupa pină la 1/2. din compartimentul nuclear, in celulele cu „creștere 
activă) „sînt, argumente. în favoarea. rolului . acestei substructuri nucleare 
în biogeneza ribozomilor (Sillevis Smitt: și colab., 1973). Nu se ştie însă 
cite din proteinele ribozomale interacționează, cu ARNr la nivelul. nu- 
cleolului si cîte sint aditionate ulterior in citosol; ca etapă finală in bio- 
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geneza subunitátilor ribozomale. Se pare. că proteinele L9, L44 si.L45 sint 
într-un flux permanent; integrarea lor in subunitatea mare ribozo- 
mală (de 61,5S) coincide cu activarea ribozomilor (Zinker si; Warner, 
1976). Nu este însă clar dacă există proteine nucleolare prezente initial 
in particula ribonucleoproteicá (subunitatea ribozomală), iar ulterior sint 
îndepărtate in cursul transportării spre citoplasma. | à x 

Din nucleul celulelor de S. cerevisiae, Trapman si colab. (1975) au 
izolat particule precursoare ribozomale de 90S, 66S' și 435 formate din 
ARNr-precursor si unele proteine ribozomale aflate in mai multe exem- 
plare. Astfel de particule nu apar si in citoplasmá , ele suferă o: serie 
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de trânsformări biochimice si structurale, care au drept consecință bio- 
geneza subunitátilor ribozomale mature, potential capabile de a participa 
Ja traducerea mesajului genetic. De regulă, celulele drojdiilor sintetizează 
variate ' componente ale ribozomului într-o stoichiometrie corectă. în 
diferite conditii de mediu, conducind la diferite rate de sinteză a ribozo- 
milor. 

Surprinzátor, dines ARNr este inhibatà atit de prezenta cris 
heximidei cit.si de.carenfe din mediul de cultură a unui anumit amino- 
acid. Ráspunsul uniform al drojdiilor la variate moduri de inhibitie a 
sintezei proteinelor sugerează că inhibitia transcrierii ARNr nu este de- 
pendentă neapărat de prezența proteinelor ribozomale ci a proteinelor 
in general, unele, foarte probabil, cu valoare de semnal molecular (Steven 
ȘI McLaughlin, 1983). | 

 Biogeneza. ribozomilor este EAR [at de o serie de factori externi 
si interni. Există o corelaţie pozitivă între rata de creştere a celulei. si 
intensitatea procesului. Se constatá o crestere aproape explozivá a sin- 
tezei componentelor ribozomale in momentul in care la mediul cu etanol 
se adaugă glucoză. Rata de sinteză a ADN-ului creşte pînă la 40% in 
decurs de 5 min, se dublează după 15 min și atinge o cotă maximă după 
30 min. Paralel are loc si o crestere a ratei de sinteză a unora din pro- 
teinele ribozomale, de circa 2,5 ori in decurs de 30 min si de 3,5 ori dupá 
60 min (Kief si Warner, 1981). O situatie contrará se constată în cazul 
celulelor aflate în plin proces de sporulare ; ; în decurs de 60 min sin- 
teza proteinelor ribozomale se reduce cu circa 209/. Un declin similar 


îl suferă si sinteza ARNr (Happer si colab., 1974 ; Pearson si Haber, 
1980). 


Efecte remarcabile s-au dovedit “a avea și schimbările hr de 
temperatură. Amplitudinea „avariilor“ depinde de magnitudinea şocului 
termic. “Modificări apar însă numai în cazul substitutiei unei temperaturi 
joase 'cu. una ridicatà, nu si invers. Astfel,. dacă o cultură cu "creştere 
exponențială. de S. cerevisiae este transferatà de la 23°C la 36°C, sinteza 
fiecăreia: din proteinele ribozomale scade' rapid, cu circa 309A. Dupá circa 
15 min rata de sinteză începe să crească atingind plafonul normal după 
60—90 min (Warner și Gorenstein, 1977). În acest timp sinteza ARNr con- 
tinuă la nivele aproape, normale, deşi prelucrarea sa spre a forma „specii 
mature esta. mult încetinită (Warner, 1984). 


Cinetica declinului sintezei proteinelor  ribozomale sugerează. cà sin- 
teza ARNm cé codifică aceste pr oteine încetează aproape imediat după 
Şoc, iar viaţa. ARNm-existentă în celulă se reduce la. jumătate. 


‘Efectul socului termic este aşa de larg distribuit printre viețuitoare 
încît el trebuie să reflecte un important principiu biologic. Se speră ca 
-mutantele termosensibile care permit unele analize genetice să ofere o 
explicaţie moleculară si biologică a efectului șocului termic. | 

Din cele 400 mutante termosensibile izolate de Hartwell (1967— 
1970), 23, care aparțin grupului de complementatie 10, s-au dovedit a fi 
deficiente în sinteza si prelucrarea ARNr la temperatură restrictivă. 
Efectul primar al acestor mutații este blocarea aproape totală. a sintezei 
proteinelor ribozomale.: Sinteza ARNr-precursor de 35S se desfăşoară la 
cote normale un timp, dar nu este prelucrat ci rapid degradat (Schulman 
$i Warner, 1978). Se pare că mutantele termosensibile defective in gene 
!na2—r nall sint incapabile să refacă efectul șocului termic, O. mutantà 
termosensibilă în altă genă rnal se crede a bloca. transportul ARNm în 
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citoplasmă ca si procesul de prelucrare a ARNt-precursor (Hopper „şi 
colab;, 1978).  ... T : itat 
Interesant este faptul că socul termic nu are nici un „efect: asupra 
ratei de sinteză a proteinelor în celulele în curs de: sporulare,; chiar in 
cazul: unor tulpini homozigotate pentru: gena rna2,' ceea ce. sugerează că 
în timpul sporulării sint activate mecanisme reglatoare diferite (Pear- 
son, 1979): " - Hed n DN PE, i | 
"Reglarea biogenezei citoribozomilor. Din cele ;»prézentate' anterior 
rezultă că celula realizează un control. strict asupra biogenezei ribozo- 
milor, “populația ribozomalá fiind corelată permanent cu “necesităţile 
funcţionale ale celulei. Acest control se realizează la mai multe nivele si 
are drept consecinţă : sinteza stiochiometricá echimolară a tuturor pro- 
teinelor ribozomale si a speciilor moleculare de. ARNr ; sinteza echili- 
brată de ARNr si de proteine ribozomale ; creșterea Sau descresterea popu- 
latiei ribozomale ca răspuns la transformările ce apar în complexul de 
factori ecofiziologici. VM eua dida SEV 
"Datele disponibile azi sugerează cá drojdiile posedă modalităţi pro- 
prii de reglare. a sintezei proteinelor ribozomale: Cu excepţia tulpinilor 
termosensibile rna2 si rnall, nici o proteină ribozomalá nu este sinteti- 


t 


zată decît in raporturi stoichiometrice echimolare cu celelalte proteine, 
chiar in variate conditii experimentale. Aceasta sugerează că unii factori 
comuni reglează sinteza ARNm. pentru toate proteinele ribozomale. Pare 
verosimil ca proteinele ribozomale in exces să exercite. un feed-back re- 
presiv asupra propriilor lor sinteze. Intrucit. proteinele ribozomale nu sint 
sintetizate niciodată in exces faţă de ARNr, pare logic a considera cá 
transcrierea ARNr-precursor este cerută (indusă) de sinteza proteinelor 
ribozomale sau a ARN-ului lor mesager. fiat | 


cu aceea din mutantele. termosensibile pentru genele rna2—rnall ; tran- 
scrierea ARNr; nu.este cuplată cu sinteza proteinelor. ribozomale sau a 
ARN-ului, lor mesager. Aceste date sugerează, cá acelaşi efector pozitiv 
este determinant atit pentru sinteza ARNm cit si al proteinelor ribozomale. 
După Warner, (1983), sinteza acestui efector, denumit Q, este dependentă 


de transcrierea ARNr-precursor, Deoarece factorul Q este instabil, nivelul 


64 


in functie. de tipul. de celulă (vegetativă, ,ascogená,. ascosporală) si feno- 
fază- Expansiunea: maximă a. profilelor” RE. se constată în celulele vege- 
tative din. culturile. fazei exponentiale si in. etapele initiale ale fazei sta- 
tionare. -Este rudimentar. (reprezentat numai prin citeva profile) în celu- 
lele mugurale şi- ascosporale,. jar în celulele. îmbătrînite ca şi cele asco- 
gene suferă un "proces: 'de degerierare (simplificare). În timpul inmugu- 
ririi sporilor ca si in perioadă. degenerării peretelui . celular. de către pro- 
toplasti 'are loc in: mod constant o amplificare a structurilor RE. Tot in 
aceste etăpe, profilele. RE: generează. un'număr mare “de vezicule, multe dintre 
ele vehiculate -spre corpi: Golgi sau direct „spre. exterior, fuzionind cu 
plasmaléma. Multe. dintre aceste: vezicule transportă spre exterior sub- 
stante ce: vor contribui là edificarea sau. expansiunea peretelui celular. 


În imaginile 'electrono-micr oscopice ale ultrastructurilor si replicilor, 
| RE apare “formát din profile: elongate ` (cisterne si: tubuli anastomozaţi) 
diseminate. aleatoriu în spațiul celular, Uneori profilele RE au fost obser- 
vate în stare de continuitate cú, membrana externă a învelișului nuclear şi 
cu tonoplasma. vacuolei: centrale, ceea ¿ce sugerează cà si la drojdii RE 
constituie o: componentă esenţială a sistemului po Bios. cu un im- 
portant potential genetic (fig. 19)... / 


La multe specii de. drojdii facultativ ANODE (de. exemplu S. fra- 
gilis, C. utilis, C.  pseudotropicalis) se constată o concentrare a elemen- 
telor RE în zona .periferică a celulei, în imediata vecinătate a plasma- 
lemei. Aceste: elemente, definite ca cisterne periferice sau reticul peri- 
feric, au caracter rugos si sint orientate paralel in raport cu traiectul 
plasmalemei. McClary si. Bowers (1967) consideră cá există o relaţie po- 
zitivă între gradul de dezvoltare al acestui reticul periferic și Cosa 
fermentatiyá: a unor tulpini de drojdii. 


Profilele. mai înguste (20—30 nm). reprezintă euis membranele 
lor nu au, ribozomi atașați pe fata citosolicá, ansamblul lor constituind 
partea: netedă, cu mult mai puţin dezvoltată, a. RE (REN). O dezvoltare 
particulară o prezintă REN în celulele crescute în condiții de anaerobiozá:- 

' Majoritatea profilelor sint mai dilatate -(20—30 nm) $i au membranele) 
delimitante! de tip rugos, aspect conferit de ribozomi, tranzitoriu-atasati 
grație prezenţei unor, receptori specializaţi — ribotorine. În toate celu-| 
lele cu activitate fiziologică normală RE-rugos (RE G) are o dezvoltare 
mai, mare, ceea ce, sugerează rolul său important în fiziologia celulei. 


"Reticuloplasma are in, general: un caracter . amorf. si omogen : numai - 


arareori au : fost, observate. incluziuni electron-dense, globulare, cu un / 


diametru variabil (20—100 nm), considerate a fi de. natură organică 


(lipide, proteine sau. glucide. gtc.), substanţe segregate Si depozitate tem- | 
Porar, ce urmează, (M Pg, translocate in alte. părți ale. celulei sau la.) 


exterior. | " 
“Membranele RE au o grosime. did NEF nm şi un aspect, adesea;. uni] 
seai lari pe~ -ultrasectiuni. Investigatiile bioehimice ale fractiei microzo- 
male au relevat o proportie aproximativ egală între proteine si lipide. 
Complementul, lipidic membrariar este dominat, de fosfolipide APER 
E EEE O E E liberi E rime stearic}. si 
Aesaturati..(oleic, linoleic, Jinolenic). În contrast cu 'plasmalema, unde :do- 


D 


minanţi, sînt acizii grași: di- $si.trinesaturati, membranele RE sint mai < 
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- Fig. 19. “Ultrastructura unui: sector din protoplastul de S. ce-. 
 revisiae, in curs. de. regenerare a, peretelui celular; sint evi- y. 

" dente mai multe profile ale reticului endoplasmic (RE) o. 
vacuolá de dimensiuni medii: (V) şi 'o parte: din nucleu (AN). : 


bogate în acizi graşi mononesaturati. În privința compoziţiei lipidice mem- 
braneie RE se aseamănă cu cele ale corpilor Golgi. "Poate to 
^ Proteinele RE, deosebit. de diversificate, corespund multiplelor funcţii 
“pe care le îndeplineşte acest organit în viaţa celulei. h4 ge 
 Riboforinele:mediazà legarea ribozomilor 


H ribozomilor de RE si facilitează trans- 
locarea lantului polipeptidic nascent in lumenul cisternelor (Kreibich si 
colab., 1978). Aceste molecule receptoare lipsese din membranele REN. 
Aşadar, REG avînd: ribozomi atasati intervine indirect în sinteza protei- 
nelor. de membrană. şi- serice- (de export). Pe: lîngă proteine, . RE. sinteti- 
zeazá si containerizează și alte tipuri de molecule (lipide, glucide, alcooli, 
acizi organici) pe care le va distribui subsecvent în. alte compartimente 
celulare sau, unele, vor fi excretate. Unele dintre substanțele existente 
jn himenul profilelor RE sînt segregate în citosol, multe insá sint sinte- 
tizate de organit care s-a dovedit a poseda enzimele anabolice corespun- 
zător. Din membranele RE al celulelor de S; cerevisiae, S. pombe, C. uti- 
lis eic. au fost izoláte enzimele implicate in sinteza principalelor categorii 


de lipide (fosfolipide, steroli, acizi graşi etc.) si a unor oligo- și poliglu- 
cide (de exemplu mananul "din structura peretelui celular). : ug 


“La nivelul REG sint“ sintetizate, containerizate : şi apoi: translocate ^| 


spre exterior enzimele implicate: în extensia peretelui celular (sintetaze, 
lipaze, hidrolaze). Multiplicarea, hipertrofică a elementelor: RE (materia- 
iizată şi prin formarea unui mare număr de vezicule transportoare) in 
celulele care inmuguresc si în protoplasti în cursul regenerării peretelui 
celular constituie dovezi. de netăgăduit privind: rolul RE în biogeneza 
peretelui celular (Havelkova, 1966). . a NTC TE 


Glicoziltransferazele au fost, deasemenea, constant depistate în mem- > 
branele microzomale. Prezența lor este legată de glicozilarea ' lanțurilor ; 


polipeptidice in formare. 


RE este sediul unor complexe enzimatice (de exemplu, citocromoxi- 
daza, citccromperoxidaza, NADH si NADPH-citocrom-c-reductaza) și a 
citocromilor. (c, L5) ce intrà in constituția unor lanţuri: transportoare de 


`q 


A 


N 


electroni. Prezenta acestor complexe enzimatice corelată şi cu faptul că Y 


RE se. dezvoltă foarte mult în condiţii de anaerobioză paralel. cu simplifi- 
carea structurii condriomului a sugerat posibila implicare a RE în res- 
piratia celulárá: Enzimele” lanţului transportor de electroni asociat reti- 
"culului endoplasmic se pare că au rol si în detoxificári. u P 

Unele vezicule ale RE par a fi locul de containerizare si sechestrare 


a unuia din factorii proteici care intervin in reglarea activităţii  zimo-x_ 


genchitinsintetazei plasmalemale şi implicit in biosinteza chitinei pari- 
etale. A Ry , = 4 p^ n 4 A n ^ a 
La nivelul membranelor RE de la mai multe specii de drojdii (S. li- 
polytica, S. pombe, C..robusta) au fost puse in evidenţă si unele metilaze 
foarte posibil implicate in metabolizarea 'şi neutralizarea unor substanţe 
toxice. În. procesul de ditoxificare se pare că mai intervin si unele oxi- 
daze. aT aE LR rd A Pe 
Morfologia RE, structura sa chimică, ca si multiplele sale conexiuni 
fizice cu alte componente. (organite), pledează pentru o funcție genetică. 
Fiind o componentă esenţială a sistemului. de endomembrane,. cu cea mai 
mare dezvoltare, se apreciază că și la. drojdii RE contribuie decisiv la 
biogeneza microcorpilor, lizozomilor, sferozomilor, vacuolelor şi a corpi- 
lor Golgi. 'RE participă, de asemenea, la expansiunea învelișului nuclear 


si a plasmalemei în diferite etape ale ciclului celular. 

Funcţiile RE sint permanent corelate cu necesităţile fiziologice ge- 
nerale ale celulei si integrate activității sistemului endomembranic. Marea 
sa plasticitate: morfo-anatomică şi biochimică stă la baza dinamicii sale 
fiziologice. Capacitatea adaptativă a .drojdiilor la diferite condiții eco-, 


x 
Led 


fiziologice este reliefată si de metamorfozele pe care le suferă RE. = 


15. APARATUL GOLGI 


„___ Aparatul Golgi (AG) este una dintre componentele” tranzitorii ale 
sistemului de endomembrane, omniprezent ín celulele drojdiilor, carac- 

terizat de un pronunţat polimorfism structural. | 
- Analizele statistice ale sectiunilor seriale realizate prin diverse tipuri 


de celule au arătat ‘că AG este întotdeauna constituit din mai multe , 
(minimum 4) unităţi functionale, cunoscute sub denumirea de corpi Golgi RS 


(CG) sau dictiozomi.. 
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ve. Numărul” CG per celulă ca si: topografia. lor depind de specie si de 
stadiul ciclului celular.: Densitatea. cea; mai mare o au CG în celulele. din 
culturile fazei exponentiale- de creştere și in protoplastii care au. inițiat 
regenerarea peretelui celular. . N dic v" c 
În celulele vegetative neinmugurite (sau fără tuburi germinative) CG 
sînt. diseminaţi nepreferential in tot spatiul celular. O distributie parti- 
culară'se constată în celulele. in. curs de inmugurire: și septare, unde. CC 
se:'aglomereazá într-o mică zonă ce corespunde locului de evaginare a 
peretelui celular sau de edificare a septului ce desparte celula mugurală 
M  de' celula-mamá (respectiv celulele-fiice)..CG' din. celulele. ascogene sint 
' constant localizati perinuclear, ceea ce a fost interpretat ca o prerecuzità 
care asigură ca fiecare celulă sporală să primească cel puţin o.structuri 
golgiană, l 2 bo "Eta > pa) ae A : f 
“Din analiza multiplelor imagini electrono-micróscopice realizate prin 
tehnica ultrasectionárii: (fig. 20, C) sau' criofracturării (fig. 20, A și B) re- 
zultà cu claritate polimorfismul CG ; cei mai simpli sînt constituiți din- 
., tr-o singură cisternà golgianá, puternic aplatizatà si perforatà, iar eei 
ÎN mai complecsi . din. 5—6 cisterne., ordonat-suprapuse, . inconjurate de nu- 


Fig. 20. Sectoare din celule. eriofracturate (A, B): şi protoplast ultra- - 
sectionat (CJ de, S. :pombe în care se observă cite. un 'corp Golgi (GJ). 
format in. mod. constant din. cinci „cisterne cu extremităţile dilatate.. 
Majoritatea veziculelor golgiene (vz) par a fi translocate spre plas- 
malenă : -Mt — mitocondrie i Pe —' perete celular; Pl — plasmalemă ;` 
RE — reticul endoplasmic; V — vacuole.: E 
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meroase vezicule. Între aceste forme. extreme. de organizare ‘structurală 
există numeroase forme de tranziţie. Astfel CG din' celulele vegetative 
de S. cerevisiae sint constituiți din 3—4 cisterne puternic: aplatizate, 
- strîns împachetate şi: curbate, cu- marginile dilatate, înconjurate de'nu- 
meroase vezicule “(Anghel si'colab., 1981), în timp ce: cei:de 5. pombe, 


din același tip de celule sint formati în mod constant dintr-un număr . 


mai mare de cisterne (de regulá 4—5), de aceeași formă, dar mai lax 


impachetate. Diametrul cisternelor, relativ constant si uniform la diferite 
specii, a fost estimat la circa 24 nm în partea centrali, devenind de 


pa 


peste 5/ori mai mare (80—140 nm) la periferie. Veziculele golgiene mă- 


soară între 100—180 nm. 

. Analiza minuțioasă a CG relevă o clară polaritate morfo-functionalà. 
Această polaritate este susținută în primul rînd de creșterea densității 
electronice a conţinutului cisternelor din cadrul unui CG, pornind de la 
polul proximal (regenerator). (fața cis) spre ‘cel distal (secretor) (fata 
trans). În același sens creste si grosimea membranelor delimitante (de la 
circa 6 nm — là peste:8 nm). Se constată o crestere a grosimii membra- 
nelor nu numai pe verticală ci şi pe orizontală, adică la aceeași. cisternă 
de la centru spre periferie, ceea ce corespunde planului general: de orga- 
nizare a dictiozomilor de la alte grupe taxonomice de fungi, talofite şi 
cormofite. 1) | iy VA 

"După o dublă fixare cu glutaraldehidă si- OsO4, membranele mai 
groase cisternale ca si cele ale veziculelor golgiene apar pe ultrasectiuni 
ca-trilamelare. foarte asemănătoare cu structura plasmalemei. În schimb, 
membranele cisternelor ‚de pe, faţa cis se înfățișează ca,o linie electron- 


densă (deci unilamelară). .. ară | 4 

Analizele. chimice. ale -fractiei. dictiozomale- din. celulele drojdiilor, 
incertă de a fi pură: în lipsa unor. markeri: uşor de. detectat, au. relevat 
multiple asemănări cu: RE, în 'special in. privinţa compoziţiei. lipidice. 
Chiar şi unele enzime sint distribuite la ambele compartimente, sugerînd 
desfăşurarea unor.procese metabolice, similare sau complementare, 5i in 
cazul droidiilor, definitorii pentru CG sînt glicoziltransferazele, alături de 
care, coexistă tiaminpirofosfataza,, fosfataza acidă si. alcalină, nucleotidil- 
fosfatazay c MAN ed! QUAE Maio [ad | Lis fai 

Desi- AG. de la.drojdii prezintă unele particularităţi structural-bio- 
chimice, există .o opinie unitară printre.specialisti in a considera că func- 
tiile sale sînt similare cu cele ale acestui organit din celulele, vegetale, 
adică de : sinteză, acumulare, transport şi secretie, 


. Abundenta, glicosiltrasferazelor argumentează convingător rolul AG 
în maturarea (slicozilarea) unor molecule (proteice si lipidice) transferate 
de Ja RE la citosol (unde de. fapt au fost sintetizate). Cercetările histo- 
autoradiografice în care au 'fost utilizat nucleozide glucidice (de exem- 
plu, UDP-glucoza) au: evidenţiat o înaltă radioactivitate-la scurt timp de 
la contaminare” la nivelul CG. Această constatare.a permis a-se conclu- 
ziona că AG constituie locul:de sinteză a unora dintre polimerii glucidici 
parietali (de exemplu, niananul). Nu este exclusă posibilitatea ca tot aici 
să -aibă “loc: si complexarea -mananilor cu, proteinele, rezultind manan- 
proteinele, componentă esenţială a peretelui celular la drojdii.: Prolife- 
rarea CG, în timpul regenerării peretelui celular de către .protoplaştii: de 
S. pombe; constituie un: alt argument. in: favoarea implicării CG in. bio- 
geneza” peretelui celular. . | n k 


T 
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"celulei si: anume de lizá (degradare) a materialelor exogene (heterofagie) ' 


„. Federman $i Avers.(1967) consideră. cá multiplicarea: CG. in celulele 
de S. cerevisiae: poate fi corelată cu creşterea producţiei. de. hidrolaze, 
fenomen. care precede in.mod constant inmugurirea și conjugarea. Unele 
dintre aceste ; enzime, sechestrate in vezicule - speciale. numite lizozomi, 
vor participa la digestia intracelulară,. iar altele vor fi translocate, tot prin. 
intermediul unor vezicule golgiene, la nivelul peretelui celular unde vor 
hidroliza unele legături existente între polimerii. parietali, permitind in- 


'sertia altor: compuşi: $i în consecintá.expansiunea invelisului celular... 


Privit prin prisma „conceptului -:endomembranic, AG. trebuie consi- 
derată -o' parte integrată structural. şi functional sistemului. membranar. 
Biogeneza sa este intim legatá de activitatea RE. La. rindul:sàu generează 
lizozomii. şi vacuomul. şi. contribuie, la. .expansiunea plasmalemei. Inter- 
vine, de asemenea, în reciclarea unor complexe funcţionale. ale. mem- 
branei celulare. -. coca | AER V EAN n mur Vgl 
-. "Pentru.o înţelegere justă :a structurii şi. fiziologiei, AG, trebuie, să 
avem; in vedere statutul. sáu de element tranzitoriu între. RE si.plasma- 
lemá, între: RE şi. alte. organite celulare ca lizozomi, vacuom. etc. 5 

-Né lipsesc unele date ‘privind: dinamica AG şi: capacitatea fermen- 
tativă a drojdiilor. | | a» T — Pis 


1.6. LIZOZOMIL, 


"Din complementul organelar al tuturor drojdiilor nu lipsesc lizozomii, 
structuri veziculare, înconjurate de o membrană simplă, foarte stabilă, 
bogate: în hidrolaze (peste 40 de tipuri de enzime) cu pH optim acid. 
Complementul enzimatic lizozomal poate degrada |orice componentă chi- 
mică celulară. Așadar, compartimentarea enzimelor digestive este neapá- 
rat necesară pentru limitarea si controlul proceselor litice celulare. 

Enzimele lizozomale sint în mod normal inactive; latenta lor este . 
dependentá de integritatea membranei lizozomale, care acţionează ca o 
barieră ce se interpune între enzime si substrat. Cînd: integritatea mem- 
branei lizozomale este alterată de factori fizici! (îngheţ, dezghet, şoc osmo- 
tic), chimici (unele vitamine, toxine bacteriene) sau biologici (agenţi pa- 
togeni) sau un lizozom primar fuzionează ca un fagozom (sau pinozom), 


enzimele se activează instantaneu si catalizează hidroliza substraturilor 
corespunzátoare..  - ri l | QN! 


Enzima marker si pentru lizozomii drojdiilor este fosfataza acidá. In 
fractia lizozomalá au mai fost identificate urmátoarele hidrolaze : X-ma- 


sau a diverselor componente celulare (autofagie). ^ " 
“Intensitatea funcţiilor heterofagicá şi autofagicá ale lizozomilor'va- 


. riazá în timpul ciclului de dezvoltare, devenind alternativ-preponderente: 
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+ În conditii optime de viaţă, ca si în perioada de creştere exponențială a 
/ culturilor, preponderentă este funcţia heterofagică. Autofagia se inten-. 
sifică pe măsura maturizării celulelor, atingind niveluri maxime in celu= 
Jele, în curs de îmbătrinire şi in condiţii de inanitie prelungită. Imaginile 
electrono-mieroscopice ale unor astfel de celule. relevă prezenţa a nume- 
roase structuri autolizozomale generate de profile ale RE, care circum- 
scriu teritorii celulâre ce urmează. a fi digerate, contribuind la creşterea. 


treptată. a volumului vacuomului. Consecința autofagiei este citodiferen-. 
țierea sau supraviețuirea. o anumită perioadă de timp a celulelor în lipsa 
unor nutrienți esentiali. Prin acțiunea lor hetero- si autofagică realizează 


simultan sau succesiv o serie de funcţii în viața celulei si anume: de 
nutriţie, apărare, modelare celulară etc. . , pace me A 


Unele cercetări experimentale au relevat existența unei strînse core- 


latii între activitatea enzimelor lizozomale. şi specializarea funcţională a 
celulelor drojdiilor. La S. cerevisiae fazele de dezvoltare în cursul cărora 
celulele se adaptează la fermentația glucozei sau a oxidării etanolului 
sint caracterizate de activizări tranzitorii ale. enzimelor lizozomale, în 
timp ce.lizozomii din celulele din culturile fazei exponentiale manifestă 
numai o slabă activitate (Wiemken, 1980). Aceste rezultate sprijină ideea 
potrivit căreia activarea unor proteine poate fi realizată în urma unor: 
procese digestive care au loc în compartimentul lizozomal. Ca urmare cito- 
diferenţierea este rezultatul inducției, represiei $i direpresiei proteinelor, 
pe de o parte, și a digestiei selective a moleculelor, pe de altă parte. 

. Comparativ cu alte etape ale ciclului de dezvoltare al drojdiilor, faza 
staţionară se caracterizează printr-un nivel superior al activităţii enzi- /' 
melor lizozomale şi un turnover mai accentuat al proteinelor. 

Procesele digestive celulare sînt strict controlate genetic dar supuse 
infiuenţei, factorilor mezologici. p ; 

Biogeneza lizozomilor este strîns legată de activitatea RE unde are 

| loc sinteza enzimelor lizozomale. De aici sint translocate la cisternele 

golgiene de pe fata cis, care prin inmugurire vor genera veziculele aco- 

perite. prin intermediul cárora enzimele lizozomale sint transportate la 

lizozomi. Se pare că numai primele 2—3 cisterne de la polul formator 

K posedă receptori pentru enzimele lizozomale. În lizozom legătura dintre . 

enzimă si molecula receptoare se rupe permitind reciclarea receptorilor 

(Brown şi Farquhar, 1984). 


I VACUOMUL 


: Vacuolele snit „adevărate lacuri“. în peisajul celular; esenţiale: pentru: 
menţinerea unui! climat chimic optim desfășurării: proceselor vitale, Ho- 
meostazia metabolismului celular, este dependentă în mare măsură de 
fiziologia vacuomului (Toma şi Anghel, 1984). . à 

Există o strinsá corelaţie între structura vacuomului si stadiul -ciclu- 
lui celular. Celulele din culturile fazei exponentiale ca si mugurii. în for- 
mare conţin numeroase vacuole mici (0,1—0,2 nm), sferice sau ovoidale. 
Cînd culturile au.intrat în faza staţionară se constată o reducere trep- 
tată: a numărului de vacuole paralel cu creșterea volumului lor. Același 
fenomen are loc şi în celula mugurală la scurt timp de la septare. Coa- 
lescenta vacuolelor in celula-mamă a fost considerată ca o necesitate, o 
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modalitate de ia compensa maşa . "citopldsmaticá . trans sferată: in mügure. 


O; dată. cu initierea unui nou ciclu celular, procesul se desfășoară în sens 
invers ; unica vacuolă centrală, voluminoasă, 'se fracmenteazá in nume-: 
roase microvacuole (vezi fig. 19). Lă baza acestor metamorfozări, neîn- 
doielnic aflate sub control: genetic, stau fenomene de fuziune. și “fisiune 
(Anghel. si colab., 1976, 1981). Una dintre consecințele acestor metamor- 
fozàri vacuolare este schimbarea. densităţii celulelor, ceea ce constituie” 
O; dovadă că modificările, nu sint ' numai morfologice, ci și Biochimie. 


În, imaginile. electrono- -microscopice ale replicilor (fig. 20 si. 21). va- 
cuolele apar sub. forma. unor cavități 4+ circulare săpate in citosol, iar în, 
cele ale ultrasectiunilor ca zone cu. densitate electronică diferită de cea, 
a matrixului, celular, „delimitate de o “membrană, simplă, (tonoplasma). cu 
aspect trilamelar. M Rh ' i E I Forni] 

Parcurgera. diverselor: etape- hà Sepii did. dp zw Lane: este: lată, 
şi de modificarea structurii tonoplasmei şi-a conţinutului: -vacuolar (fig. 22). 


Prin tehnica: criofracturării s-a evidentiat prezenta- im^tonoplasmàá-a unor: 


particule. cu o > distribuţie relativ: egală, „aleatorie sau à „unor [ste fetal în 


Fig. 21. Imaginea electronó-microscopicá a “unui Fig. 729. Evolutia: atiii in 


sector dintr-o celulă de S. cerevisiae dintr-o cul- . timpul -ciclului .. celular. (după . 
tură aflată in faza exponențială. de creştere. Sei Wiemken,, 1980) :. p^ 
observă prezenţa: mai multor vacuole: (V dedi- a Si bi celule în: plin. proces 
. mensiuni relativ mici: de "inmuguriré cu ` numeroase 

In — înveliş nuclear: prevăzut cu pori: (plm); vacuole mari; © -—'finalizarea 
Mt — mitocondrie; . N — nucleu;. Pc.— perete. procesului de inmugurire ;.. ce~- 
V AD celular... ari ]ulele mamá si fiică posedă. o 

<A | singură vacuolă mare, centrală ; 

j ~od, e S f — îinmügurirea ` sin- 


NO La v. 60e: PER ERE E oronă :a: celulelor-mamă şi fiică; 

s i N ge e „vacuola unică. se fragmentează 

î f V. rezultind, din nou, mai multe 
* ` + vacuole mici ' 
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"caracteristice drojdiilor. (Moor, AN 


anumite zone. Aceste. particule sint considerate complexe enzimatice, 


C funcţie. receptoare care intervin in. schimbul material selectiv - dintre 
citosol' și. vacuolă. Topografia lor: pare. a fi influenţată: de. unii factori „ai. 
mediului (de exemplu, temperatura, glicerolul etc.) Moeller si Thomson 
au-clasificat tonoplasmele drojdiilor după aspectul lor pe criofracturi ast- 
fel : fin dispersate, agregate si geometrice. : Willison si Johnston .(1985), 
lucrind pe. aceleasi materiale biologice, nu.reusesc să evidențieze decit 
tipul: dispers ; în consecinţă consideră că celelalte două tipuri constituie 
artefacte; induse de tehnica de preparare utilizatà.': 


Continutul vacuolar are un'aspect variat: la celulele din cültur ile 
lazei exponentiale este omogen, iar pe ultrasectiuni apare electronvid 
(vezi: fig: 21).. În vacuolele celulelor: din culturile intrate: mai de mult 
în faza staţionară se obiectivează adesea unele structuri amorfe sau chiar 1 
cristaloide, electron-dense, mai. rar formaţiuni de tip: mielinic. 

Investigarea biochimicá a fractiei vacuolare a relevat o mare hetero- 
genitate compozitionalá si un- pronunţat ' dinamism, condiţiile mediului 
de cultură reflectindu-se rapid în continutul vacuolar. În vacuolele droj- J 


diilor, pe lîngă o mare cantitate de apă, au fost depistate cantităţi con- (. 


siderabile de aminoacizi bazici . (lizină, argininá, histidină, ornitină), pro- | 
teine; lipide, g glucide, purine acid uric, polifosfati cu greutate moleculară 


mare, ioni: minerali. (K+; Nat) etc: Multe dintre aceste substanţe sint 


transportate inapoi ín citosol, unde sînt metabolizate. Dintre enzime, cele 
hidrolitice, incluzând fosfataza: acidă; 8-glicozidaza, 8-glicofosfataza, pro- ^ 
teaze, ribonueleaze şi „esteraze, s-au dovedit a fi; totdeauna dominante, 
ceea ce' justifică includerea va- 

cuolelor in: sistemul lizozomal. . "aet attis. 
Vacuolele: par a fi singurele ` 
compartimente celulare la ni- APPS, í 
velul.cárora sint localizate, trei. AN 
proteaze ,simbolizate cuj, A, Bi s wi. *. 
și C.(ultima. cunoscută sub nu- i DS 
mele de. .carboxipeptidaza: Y), .. Cgf 1 


m" = NI 
. 


1969 ; Matile şi , colab., 1969 ;. 


Prodi da 


Wiemken, .1980) (fig. 23).. Sette 
“Funcţia Hortidosb No a va} ie di 
căii drojdiilor se “mate-/ URP PES 


. 1 ' ` IN 1 
rializează' prin acumularea si  .: i , EE ad 
depozitarea la nivelul: sáu a: $9 ; Ee | 
unei- mari cantităţi de apă ca/ 
ȘI a: excesului de metaboliți, 
ceea ce-are- ‘drept “consecinţă. ^: | 
Stabilitatea :;chimicá a citoso-:î oe "p.t 0 a casă 
lului și; implicit, „desfăşurarea: dal | 


la parametri optimi “a diverse p m " 
lor procese vitale (Toma și An- | NL Sent p 
ghel igge oi pr UE RET e 


Din datele furnizate de i 
cercetarea * biochimică ` a ‘unor Fig. 23. Extractia "diterentdtà a WO 
celule din culturi sincrone re-  Yacuolare şi citosolice ale drojdiilor prin in- 


Z " = „ducerea secventialá a permeabilitátii plas- 
"tà cà in-anumite. etape ale malemei (1) şi a^ tonoplasmei : qe icai 


ciclului “celular. „producţia“ de “A, Wiemken, 1980). 
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aminoacizi depășește capacitatea 'celulei 'de a-i utiliza în sinteza de poli- 
peptide şi- ca urmare: crește depozitul de aminoacizi : solubili. Această: 
etapá:este succedată: de alta in care proteosinteza depăşeşte cu mult rata: 
de sintezá a aminoacizilor, asa incít scade vertiginos reversia de amino- 
acizi. Fenomenele 'sint repetabile in fiecare ciclu celular, iar. perioadele: 
de expansiune și de scădere'a rezervei de aminoacizi alternează. Conco- 
mitent cu aceste schimbări -se modifică numărul şi. dimensiunea vacuo- 
lelor, ceea ce sugerează că vacuomul acţionează ca un acumulator de. 
aminoacizi în perioada de supraproducţie'“. De aici rolul posibil 'al .va- 
cuolelor de compartimente . PEU speheatrangpy rezervei de aminoacizi 
(Wiemken, 1980). iom: A ' 


Studiile rămane rh M ct au dnit anat compartimentarea amino- 
acizilor bazici: la nivelul- vacuolelor ca si mobilizarea lor în 'conditii :de. 
necesitate, tamponindu-se carenta de nitrogen si mentinindu-se astfel. 
rata proteosintezelor la cote optime. O altă consecintá:a depozitării sur- 
plusului de aminoacizi in vacuole este modificarea pH-ului mediului am- 
biant, ceea. ce- se jepergutaaedi: asupra sape si intensitátii unor procese 


“metabolice: celulare. 


Acumularea selectivă a unor compuşi Ehirhici.. (inclusiv. aminóacizi) 
in anumite etape ale ciclului celular, ca si eliberarea lor in citosol in alte 
etape; sugerează că tonoplasma este echipată cu transportori activi, spe-: 
cifici si dinamici. Experiențele realizate cu vacuole: izolate au arătat că 
o argininpermează distinctă de cea plasmalemală este: localizată: în tono- 
plasmă, mediind fluxul bidirecțional controlat al .argininei. | Vacuolele. 
incubate în prezenţa pronazelor și-au pier- 
dut capacitatea de a: transporta acest amino- 
acid, dovedindu-se astfel natura proteică'a 
transportorului. : 


Dacă acumularea excesului de amino- 
acizi, pare un fenomen normal, concentrațiile 
pe care le ating uneori sînt de-a dreptul sur- 
prinzătoare. Astfel, la: unele “tulpini de: 
S. cerevisiae crescute pe un: mediu bogat in 
arginină, gradientul -de concentraţie al aces- 
tui aminoacid între vacuolă şi citosol- este 
mai mare de o mie. Problema! care s-a ri- 
dicat a fost cum: pot vacuolele să acumuleze 
cantităţi așa de mari de aminoacizi ? Un răs- 
puns la această întrebare a fost dat după ce 
Urech si colab. (1978) au 'constatat că tot 
polifosfatul celulelor de S. cerevisiae este 
localizat în vacuole, iar Wiemken. și colab.. 
(1979) au stabilit că  polifosfatii se acumu- 
Hi leazá simultan si în cantități echivalente cu. 
NH Arg aminoacizii (fig. 24).:De aici concluzia - că 

sursă de nitrogen polifosfatii acţionează ca 0 „capcană ionică“: 
Fig, 24 Conţinutul în poli- în vacuole, dînd posibilitatea celulelor să 
fosfáti (pp) sí arginină (arg) acumuleze substanţe bazice: în cantităţi 
a vacuolelor izolate din celu- foarte mari. Avantajul acestui. sistem Don- 


lele de S. cerevisiae crescute nan este evident ; efectul osmotic chiar..al 
pe un mediu cu NH, sau ar- - "m. AXE - PCT 
ifi că ursi de azot: (după. Mei „cantităţi foarte mari. de arginină (sau 


Durr şi colab., 1979). . "alte tipuri de; substanţe) , depozitată este 


umol/ 108 vacuole 
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redus la. minimum dacă aminoacidul este legat de molecule mari, asa 
cum sint cele de polifosfat. Mai mult decît atît; in aceste condiţii nu mai 
este necesar un: consum suplimentar de energie pentru menţinerea aces- 
tui gradient de concentraţie între vacuolă si citosol. La rîndul său, poli- 
fosfatul este într-un continuu. turnover, nivelul concentraţiei sale în va- 
cuole fiind controlat. de fosfataze cantonate tot în vacuole: 


"Davis (1980) a experimentat pe unele tulpini de Neurospora si a ajuns 
la concluzia că sechestrarea rezervei de arginină în vacuole este o condiţie 


sine: qua non PST funcţionarea optimă a căilor metabolice ME acestui 


aminoacid. : 


. Vacuolele drojdiilor fiind implicate în digestia intracăhuJâră a unor 
substante, în reacţiile de turnover şi de diferenţiere biochimică a „celulei, 
îndeplinesc şi o funcție lizozomală. S-a demonstrat cá proteosinteza în 
celulele drojdiilor continuă, firește la o rată mai scăzută, chiar după epui- 
zarea aminoacizilor. vacuolari.. Aceasta presupune că aminoacizii sint obti- 
nuti prin degradarea proteinelor celulare, proces in care vacuolelele par sü 
joace. un rol central. Mai mult decit atit, se pare cá proteinazele A, B si 
C, precum și alte enzime hidrolitice, sînt localizate aproape în exclusivi- 
tate in vacuole ; .ca urmare degradarea proteinelor endogene nü poate, 
avea loc decît în acest compartiment al sistemului endomembranic. 

În numeroase imagini electrono-microscopice a fost observată fago- 
citoza de către. vacuole. a globulelor lipidice, În, felul acesta lipidele can- 
tonate în oleiosomi sînt redate circuitului metabolic. Digestia: enzimatică 

a acestor formaţiuni este numai parțială; corpii reziduali rezultați (struc- 


turilo mielinice) sint o pie a funcției autofagice a vacuolelor droj- 


diilor. 


Pe lingă cele enumerate, sistemul vacuolar al  drojditlor indeplineste 
şi alte functii, fiind substructura care intervine in mod rapid si eficient 
in modificarea metabolismului celular pentru anihilarea „capriciilor“ me- 
diului ambiant. 


Analiza minuțioasă a unui mare număr. de. imagini LC As A SUM -micro- : 


Scopice ale sectiunilor seriale, realizate prin muguri în formare şi celule 
mugurale foarte tinere, a sugerat cá vacuola este structura care se per- 
petueazá, fiind transmisă de.là o generaţie. celulară la alta. Celula mugu- 
rală primeşte cel puţin o provacuolă (de regulă mai multe) de la celula- 
mamă. Expansiunea acestora în anumite etape ale ontogenezei se reali- 
zează .prin integrarea controlată, (receptor-mediată), la situs specific al 
compuşilor chimici, sintetizaţi în alte, compartimente ale sistemului endo- 
membranic. (RE, AG) sau în citosol. Nu este exclusă participarea RE atit 
la biogeneza cît şi la expansiunea vacuomului celulelor drojdiilor (An- 


ghel'şi colab., 1981 ; MS si Anghel, siu am 
| 18, PEROXIZOMI ^ 


Prezenta peroxizomilór - in: eoliene drojdiilor a fost dévemtat elec- 
trono- -microscopic de către Afzelicis (1965) si Avers (1970, iar biochimic 
de către ? Marquadt (1973) si Mirshina şi colab. (1978). : 


În imaginile. electrono- -microscopice apar, ca structuri sferice sau ovale v 


cu diametrul de 0, 1—0,8 wm, inconjurate de o membrană. simplă, de 
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circa 6. nm grosime si cu o:matrice fin. granulată. În nici una. din droj- 
diile investigate nu a fost observată în matricea peroxizomalá o structură 
cristaloidă constituită din urat-oxidază semnalată la multe unităţi taxo- 
nomice de plante si. animale. Biochimic, peroxizomii sint caracterizati de 
. prezenta catalazei si a mai multor oxidaze (de exemplu, D-aminoacidoxi- 
daza, L-alfă-Bidroxiacidoxidaza). Enzimele peroxizomale sînt capabile. să. 
catalizeze reacţii care produc sau descompun peroxidul. de hidrogen (H»0») 
' (Inestorsa si colab., 1980). Apa oxigenată rezultată in urma reacţiilor, oxi- 
dative catalizate de enzimele perox xizomale . este utilizată de catalazá, 
enzima marker a peroxizomilor, pentru oxidarea unei game largi de. sub- 
. stante (alcooli, fenoli, acid formic, formaldehidà etc.). Prin aceasta pero- 
. Xizomii joacá rol in detoxificarea ' diferitelor m olecule „(Masters si 'Hol- 
. mes, 1977). 

.Lazarow (1981) demonstrează. că în complementul enzimatic peroxi- 
zomal intră si “enzimele implicate in B-oxidarea acizilor. grasi. Anterior, 
Mishina si colab. (1978) au semnalat brezenia in perox sizomii. din celulele 
de C. lipolytica. a două tipuri distincte de. acil-CoA- sintetaza ; "unul. dintre 
aceştia pare să funcţioneze, în principal în activarea acizilor graşi pentru 
esterificare, în timp ce celălalt activează acizii graşi. în vederea oxidá- . 
rilor.' Se estimeazá că circa 1/4 din totalul. reacţiilor de oxidare a aci- 
zilor graşi are loc in peroxizomi, restul de. SJA realizindu- -se în mito- 
condrie. . | 

Peroxizomii drojdiilor realizează, de àsemcnea, oxidarea. și a 'altor 
substanţe (de exemplu, a metanolului) (Dijken si 'colab., 1975). 


Energia rezultatá .în urma oxidărilor . peroxizomale nu este conser- 
^ vată prin sinteză de ATP ci transformată în căldură. Nula fost elucidat 
încă sensul fiziologic al acestei termogeneze. | 


Nu este exclusă prezența enzimelor izocitratliaza Şi! malatsintetaza, 
implicate. în gluconeogeneză, semnalate pînă acum numai, în „peroxizomii | 
unor celule animale si vegetale (Goodman si colab., 1980). 


Cercetările. histoautoradiografice în care au fost utilizaţi aminoacizi 
marcați susțin geneza peroxizomilor de către RE, Procesul poate îi sec- 
ventializat in mai multe étape. Într-o primă “etapă are loc sinteza. protei- 
nelor caracteristice membranei. peroxizomale. Foarte curind se coristatà 
comigrarea si aglomerarea. acestor molecule in anumite porţiuni ale RE. 
Cînd proteinele peroxizomale au atins o anumită densitate, regiunea res-- 
pectivă, lipsită de ribozomi, înmugureşte,. iar prin. fisiune” mugurele se 
desprinde, rezultînd o veziculă „care constituie un pr eorganit.. Maturizarea 
organitului presupune transportul din citosol a unor enzime peroxizo- 
male esenţiale (de exemplu, catalaza, uratoxidaza) sintetizate de către 
ribozomii liberi (Lazârow, 1981). Din cercetările întreprinse de Robbi si 
Lazarow (1980) rezultă că proteinele peroxizomale sintetizate în citosol 
sint sintetizate sub forma unor molecule precursoare (precursorul cata- 
lazei este un apomonomer cu gm == 65 000—66 000 daltoni, care traver- 
seazá relativ uşor membrana organitului acumulindu-se în matrice). Izo- 
citratliaza din peroxizomil celulelor: de Neurospora crassa este seu, 
zată, de asemenea, de. ribozomii liberi: citoplasmatici, . 


“Traversarea membranei „peroxizomale de către HAREAN E ata: 
în citosol ca si retentia acestora sint fenomene selective. Penetrarea este 
explicatá prin existența în membrana peroxizomului a unor receptori 


specifici, iar retentia ca rezultat al formării unor complexe E 
cáre le imobilizează. 


| 
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19. MITOCONDRIA .' 


“Drojdiile au capacitate. Saya s de a supravieţui în condiţii. eco- 
fiziologice foarte variate si chiar de deletare a unor funcţii mitocondriale 
„şi a unei părţi din genomul. lor. mitocondrial, care pentru, alte or ganisme - 
sint letale. In functie de conditiile de crestere și gradul;de remaniere a 
ADN-organelar, paleta metamoriozelor mitocondriale variază consider a- 
bil; cunoașterea, detaliată a acestora poate conduce la concluzii impor- 
tante. privind relatiile posibile dintre datele morfologice (structurale), bio- 
chimice, metabolice si genetice, contribuţia genomului nuclear şi a celui 
mitocondrial: la edificarea si per petuarea or ganitului. Dacă la aceste ^a mai 
adáugàm. unele; descoperiri neașteptate din ultimii, ani, potrivit: cărora 
funcții. importante. celulare, ca fermentația hidrantilor de carbon, flocu- 
larea, sporularea si germinarea sint dependente de activitatea mitocon- 
driilor, si. nu.numai.ca furnizor, energetic, atunci.ne putem explica inte- 
resul mereu in creștere al specialiștilor faţă de studiul mitocondriilor de 
la. aceste microorganisme fungale, vastitatea datelor acumulate. Dintre 
toate drojdiile, Saccharomyces cerevisiae „se. detaşează: net, fiind în pre- 
zent cel mai utilizat microorganism in: studiile experimentale, vizînd or- 

ganizarea şi funcționarea, Sistemului genetic, extranuclear si in special a 
celui mitocondrial. | 


1.9.1. CARACTERIZARE. GENERALA 


Stud'ile de microscopie fotonică si electronică, bazate pe practica- 
rea unor tehnici: variate, au relevat cu: pregnantá marea mobilitate, fle- 
xibilitate şi plasticitate'a condriomului: drojdiilor. În condiţii” fiziologice 
normale! au loc permanent fuziuni şi fisiuni ale organitelor individuale, 
însoţite, neîndoielnic, de. frecvente. fenomene de recombinare și segregare 
a genomului. mitocondrial. Membranele, enzimele si acizii: nucleici sînt 
asifel continuu redistribuite in interiorul. unui sistem mitocondrial fluid 
(Williamson, 1976). Ca urmare, unele. date: miorfologice, biometrice, nu- 
. merice, topografice au numai o valoare relativă, exprimind o stare de 
moment, populaţia mitocondrială ‘suferind metamorfozàri profunde în 
funcţie de: stadiul ciclului celular, fenofază, influenţa unor. factori ai 
mediului ambiant, amploarea. leziunilor. autationale. care afecteazá con- 
driomul:etc. Un; comportament particular il au mitocondriile drojdiilor 
în timpul formării zigotului și'al inmuguririi. Nu se cunoaşte însă dacă 
transformările condriomului spre; un anumit fenotip sint sincrone, sau 
fiecare organit răspunde. independent la acţiunea unor stimuli interni sau 
externi, Unele. ;date electrono-microscopice, ca si Please logice, ple- 
-dează pentru transformări corelative.: 


^ Privite in ansamblu, 'mitocondriile drojdiilor prezintă multiple si- 
militudini morfologice, biochimice si funcţionale cu mitocondriile celor- 


lalte“ lorganisme eucariote, oxibionte, unicelulare sau pluri icelulare, fun- 
gale, vegetale si. animale. 

„Datele existente azi in literatura, de specialitate referitoare. la or- 
-ganizarea:condriomului în celulele de drojdii au fost obţinute îndeosebi 
“Prin examinarea celulelor vii la microscopul cu contrast de fază si. a 'sec- 
tiunilor seriale, ultrafine si semifine; la microscopul electr Gnic conven- 
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tional, respectiv de înalt voltaj. Analiza computerizată a imaginilor: sec- 
tiunilor seriale a permis reconstituirea tridimensională a condriomului 
dintr-un număr mare de celule apartinind la diferite tulpini de drojdii. 
Interpretarea imaginilor reconstituite a condus la concluzia, deja enun- 
tată, că mitocondria nu este: o entitate staticà, forma si volumul său 
suferă modificări rapide si extensive, uneori dramatice, în raport cu ca- 
pacitatea ear a celulelor din diferite faze ale dezvoltării . cul- 
turilor. - 

: Numărul —— variazà dé la mai putin dé 10 in. celulele 

X. cu creştere rapidă la peste 50 în celulele din faza staţionară. Celulele 
diploide, cultivate pe un mediu de sporulare (care contine acetat de' po- 
tasiu dar este lipsit de sursa de azot), meiocitele în toate fazele diviziu- 
nilor heterotipice şi homeotipice și ascosporii conţin o singură: mito- 
condrie puternic ramificată, cu braţele adesea anastomozate, formînd o 
adevărată reţea. Această mitocondrie unică, particulară ca formă şi struc- 
tură, pare a rezulta prin fuziunea tuturor mitocondriilor existente în 
celula | ascogenă. Fuziunea este considerată ca răspuns al condriomului 
la un semnal elaborat de celulă là începutul sporulării (Stevens, 1981). 
Regula condrimului unitar in celulele care SDOAIBAZĂ comportă si unele 
"excepţii. Ay 


Formarea zigotului. éste însoţită de unele metamorfoze care. vor. duce 
la scăderea numărului de mitocondrii și segregarea nonrandomică a in- 
formaţiei genetice cantonată în aceste organite. Osumi si colab. (1974) 
postulează” că diminuarea populaţiei: mitocondriale este consecinţa de- 
zorganizării unor profile mitocondriale în timpul fuziunii nucleelor ce- 
lulelor parentale. 


„Distribuţia finală a mitocondriilde între celula- sam si mugure pare 
a fi un proces aleatoriu. Pe tot parcursul inmuguririi se constată o mis- 
care a mitocondriilor spre interiorul si in. afara mugurelui, care va fi 
stopată numai după edificarea septului. În mod constant volumul con- 
driomului raportat la masa citoplasmatică este mai mare în celula mu- 
'gurală (unde reprezintă circa 20%) comparativ cu toate celelalte celule 
cu activitate respiratorie normală, ceea ce sugerează o posibilă „supra- 

| | aprovizionare“ cu mitocondrii. a celulelor nou-. 
- formate (Stevens, 1971). 


Mitocondriile suferă o permanentă meta- 
morfozare, aşa încît orice apreciere referitoare 
la forma organitelor implică un anumit risc. 

*- Exceptind celulele din. faza staţionară și mu- 
tantele „petite“ citoplasmatice în care mito- 
| condriile sint de regulă mici, sferice si ovale, 
^ cu diametrul de 0,3—0,5 i.m, celulele din toate 
| celelalte stadii contin mitocondrii: elongate, si- 
ati tie, _nuoase, adesea ramificate. O particularitate, a 
Fig. 25. Imaginea tridi- -: "condriomului drojdiilor este prezenţa în: mod 
mensională a . mitocon- constant a unei mitocondrii (mai rar două) care 
driei gigantice, puter- este cu mult mai voluminoasă și cu o organi- 
nic ramificată, din ce- y 
Jule. de S. cerevisiae h zare mai complexă faţă de toate celelalte mito- 
aflate în faza exponen-  condrii din celulă (fig. 25). Această mitocondrie 


o i aaa i ana- . gigantică reprezintă 10—300/ din volumul con- 
iza computerizată a "e qiue. i i i A si 
secțiunilor serate (după driomului i celulele din faza stationara şi 

„A. Charrier, 1981). peste 500/ din volumul celulelor. din faza ex- 
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ponenţială. Ea formează o reţea care se extinde în toată masa citoplas- 
matică. Uneori a fost vizualizată în zona periferică a citoplasmei, iar în 
celulele in curs de inmugurire extinzindu-se în interiorul mugurilor. În 
timpul primei și celei de a doua diviziuni meiotice ramurile mitocondriei 
gigantice, unice, au fost observate în imediata vecinătate a nucleului sau 
chiar penetrind in enclavele suprafeţei nucleare. Asocierea intimă a mi- 
tocondriei cu cele patru nuclee-fiice poate fi interpretatá.ca un mecanism 
care asigură ca fiecare spor să primească cel puţin o anumită porţiune 
din condriom. Segregarea mitocondriei în cei 4 ascospori este însă, apa- 
rent, un proces randomic ce implică pierderea unei bune părți din masa 
mitocondriei din celula-mamă, care rămîne în citoplasma reziduală a ascei. 


1n cazul condriomilor pluriunitari profilele mitocondriale sînt disipate 
în tot spaţiul celular, cu o densitate superioară în regiunea periferică. 
„localizată în imediata vecinătate şi centripetal la cisterna periterică a 
reticulului endoplasmic, uneori asociate cu peroxizomii. În nici una din 
imaginile electrono-microscopice ale celulelor de drojdii obţinute pînă in 
prezent nu pot fi observate contacte directe între mitocondrii, plasma- 
lemă sau vreuna din componentele sistemului endomembranic. 

Datele cercetărilor experimentale efectuate pe diferite tulpini apar- 
tinind genurilor Saccharomyces, Candida, Schizosaccharomyces, Nadso- 
nia etc. argumentează că volumul condriomului este neîndoielnic o func- 


„ţie a stării. fiziologice a celulai. În celulele cu activitate respiratorie nor-X 


mală ele reprezintă 10—150% din volumul celular, în timp ce în celulele 
glucozo-represate numai 3—49/. Stevens (1977) găseşte că volumul con- 
driomului din celulele de S.cerevisiae în condiţii de cultură continuă, 
aerobiotică, este de 6,60/,. Valori similare sint obţinute de Damski (1976) 
pentru S.carlsbergensis ; volumul condriomului din celulele crescute in 
condiţii de anaerobioză reprezintă numai 4% din volumul celular si 
crește pînă la 7%% după 6 ore de la readaptarea la condiţii de aerobioză. 


di 9.2, ULTRAST RUCTURA 


patine: electrono- -microscopice ale ultrasectiunilor, criofracturilor 
și ale subfractiilor ; mitocondriale colorate negativ au relevat existenţa 
unor pregnante similitudini. între planul de organizare ultrastructurală 
al mitocondriilor drojdiilor cu cel al organitelor omoloage de la alte uni- 
tàáti taxonom:ce, fungale şi de la eucariotele vegetale in general (fig. 26). 

Ca şi: însuşirile morfologice; aspectele. ultrastructurale. nu sint sta- 
tice, imuabile, ci extrem de dianamice, fiind dependente, de intensitatea 
proceselor respiratorii pe care; le realizează ;. organitele cu potenţial me- 
tabolic superior au totdeauna o organizare ultrastructurală mai complexă 
“comparativ cu cele a căror activitate: este represată de factori genetici 


și epigenetici. Dar, indiferent de starea funcţională, oricare: dintre pro- 


filele mitocondriale prezintă cele două componente, structural- funcţionale 
și anume : sistemul de membrane și matricea. 


Componenta . membranară formează un înveliş dublu- reda CE 


delimitează un spaţiu metabolic in care este cantonată substanţa funda- 
mentală a organitului, condrioplasma. Cercetările electrono-microscopice, 
biochimice și | citofiziologice au relevat existența unor asemănări ca și a 


-unor pregnante deosebiri între cele două membrane elementare ale în- 
velisului. Pe ultrasectiuni, membranele par echivalente ; au aspect mai 
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e iei negative. In imaginile: electronice ale unor astfel. de preparate, 
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Fig. 26. Ultrastructura mitocondriilor (Mt) din illa Ep. S. cer evisiae crescute 
în condiţii normale (A si B) şi în condiţii de /anaerobioză (C). Se remarcă poli- 
morfismul morfologic si topografic al mitocondriilor (A, B), ca şi dezorganizarea 
;. treptată a condriomului (ságeata) in condiţii de anaerobiozá (C) ; D, — imaginea 
. ultrasectiunii . realizată printr-o celulă de R. gracilis crescută, în condiţii de 
anacrobioză ; L — lipide; N — nucleu; Pc — "perete celular ; SURE — reticul en- 
E Vdoplésmie ; ; APE vacuole. 


adesea unilamelar, Mdifatent de tehnica de preparare utilizată, și o gro- 


$ sime de circa 6.nm. Membrana elementară externă este mai: putin os- 


miofilă și ca urmare are o densitate electronică inferioară: după o. dublă 
fixare cu glutaraldehidă și tetroxid de.osmiu. Aspecte ultrastructurale noi 
au fost obţinute după prelucrarea mitecondriilor: în toto :sau a subírac- 
illor.membranare mitocondriale: prin tehnica 'criofracturării: şi 'a colora- 


“membrana elementară externă apare sculpturatá. prezentind creste' si 
depresiuni circulare sau elongate sub forma unor şanţuri care nu pene- 

trează însă membrana. În ambele membrane, se "observă existenţa unei 
„populaţii heterogene de particule, globulare cu dimensiuni cuprinse, între 
5 si 15 nm în diametru. Studiile cantitative au indicat că forma. și den- 
sitatea particulelor sint diferite in cele două membrane ale învelișului, 


iar în carul aceleiaşi membrane pe cele .două feţe, de fractură. Astiel, 
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densitatea particulelor este dublă în: membrana internă. faţă de cea ex- 
ternă. Numărul particulelor este de circa patru: ori mai: mare pe fata 
matriceală. comparativ cu cea: exoplasmică a membranei externe. O den- 
sitate similară o au particulele. și în membrana elementară internă a în- 
velisului mitocondrial. Această distribuţie neuniformă a proteinelor in 
bistratul lipidice are neîndoielnic: un sens functional si constituie un pu- 
ternic indiciu al structurii asimetrice a membranelor. 


; Prelucrarea membranelor interne mitocondriale prin tehnica colo- 
ratiei negative a condus la evidenţierea .unor: particule sferice de circa 
9. nm in. diametru, atașate pe fata matricealá, care s-au dovedit a fi Fi 
al. ATP-azei- oligomicin sensibilă. | 


Deosebirile! arhitecturale sint accentuate de cele 'bióchimice. Mem- 
brana externă este cu mult mai săracă in proteine, valoarea raportului 
lipido/ proteic fiind în jur de unu în membrana externă şi de circa 0,3 


în membrana internă ; pe lîngă fosfatidilcolinà si fosfatidiletanolamină, A 


prezente și în membrána - internă, membrana externă contine cantităţi 


apreciabile de ' fosfatidilinositol Și “fosfatidilserină. Membrana : externă! 


se individualizează, de asemenea, printr-o cantitate mult mai mare de 
acizi grași nesaturaţi care-i conferă o mai mare fluiditate, Complemen- 


tul proteinic este specific fiecărei membrane .; astfel, în timp ce în mem- ) 


brana externă: sînt localizate numeroase permeaze, enzimele elongării 


acizilor grași, monoaminoxidaza etc., în membrana interná sint cantonate | 
complexele ' respiratorii (ale: transportului de protoni şi electroni si ale 


fosforilárii oxidative) și sisteme ale transportului specific de. metaboliți. 


"Avind în vedere dependenta biogenetică si funcţională a mitocon- 


driei de informația genetică nucleară, importul masiv. de proteine sinte- 
tizate în citosol, ar fi. fost de aşteptat ca membrana elementară externă a 
învelișului mitocondrial să poarie (fixeze) pe faţa matriceală citoribozomi. 
Caracterul rugos al acestei biomembrane a fost raportat pînă acum însă 
numai de, Kellemens şi colab, (1975), în urma investigării unor. sferoplaști 
„de S. cerevisiae. crescuţi timp de două ore si jumátate pe un mediu bogat. 
Informația rămîne. izolată $i neconvingátoare . de vreme ce alte cercetàri 
electrono-microscopice n-au reușit să, evidentieze o. asociere veridică in 
situ, a citoribozomilor .cu membrana elementară externă. mitocondrială. 
 Membranele invelisului mitocondrial, de. regulă. cu un traiect paralel, 
sint separate de un spaţiu electron- transparent de:6—10. nm în diametru. 
Membrana elementară internă proliferează, invagineazá: şi formează 

în condrioplasmă un sistem de creste cu .o: organizare extrem de labilă, 
metamorfozindu-se. drastic în funcţie de capacitatea respiratorie a celulei. 
In condiţii. de anaerobioză se dezorganizează în cea: mai mare parte si 


`~ 


realizează o expansiune rapidă după transferul celulelor pe medii pro- | 
pice, aerobiotice. Mitocondriile celulelor. aflate în faza exponențială, cres- | 


cute în condiţii aerobe, posedă un număr mare de creste, bine dezvoltate, 
strîns împachetate, heterogene ca formă; majoritatea sint tubuliforme 
(cilindrice, cu lumenul circular in: sectiune transversalà) ; -puține sînt apla- 
tizate, lamelare (cu: lumenul îngust, heterodiametric) sau microveziculare. 
Orientarea. „crestelor: este :aleatorie, preponderent perpendiculară pe axa 


mare a organitului, rar paralelă, îndeosebi î în mitocondriile gigantice, Indi- 


ferent de formă și orientare, toate crestele se termină liber in condri- 
oplasmă, Nu:au fost observate creste care să traverseze tot spaţiul mito- | 
condrial, interconexînd membrana ‘internă de pe laturile opuse, s ea 
fuziuni intré creste. 
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. parative pe celulele tipului sálbatic si a celui mutant. 


| 
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L citátii metabolice a organitului. . 


» 


Studii comparative, minutioase, au arătat că, în general, dacă sursa 
de carbon este un substrat respirator nefermentativ cum sînt: galactoza 
si melibioza, structura mitocondriei este tipică, fiziologic-activă. Trebuie 
însă menţionat că în unele celule, crescute chiar în astfel de condiţii fizio- 


logic-normale, au fost observate adesea dublete mitocondriale, sugerind 
forma cifrei 8, rezultate prin diferenţierea unui sept transversal care 


subdivide profilul mitocondrial în două. Septul este generat de creste care 
suferă unele rearanjamente, ce sugerează o transformare spre starea ,,pe- 
tite“ (p7). În cazul in care drojdiile sînt crescute pe un mediu care în- 
corporeazá o cantitate, de glucoză mai mare de 0,19/4, în prezenţa oxige- 


nului apare o represie catabolică ce inhibă sinteza unor enzime respi- 


ratorii. Ca urmare, structura mitocondriei se modifică evident ; profilele 
mitocondriale sînt în general mici, sferice, cu creste sporadice, poziţionate 
randomic, Un fenotip similar îl prezintă si mitocondriile celulelor din cul- 


turi aerobe, sub limitare lipidicà (lipid-limitate). | 


X Alterati morfo-anatomice distincte si clare prezintă si mitocondriile 
mutantelor petite (£^), majore fiind reducerea sistemului de creste şi. de- 


letia subunitátilor proteinice din membranele interne, codificate de ge- 


nomul mitocondrial. În ultrasectiuni, la multe dintre aceste mitocondrii 
nu se poate decela o organizare internă ; unele conţin însă lamele perechi, 
orientate paralel între ele şi în raport cu învelișul mitocondrial sau con- 
centrice. Acest tip anormal este întrutotul caracteristic mitocondriilor din 
tulpinile p`, de vreme ce el n-a putut fi observat în mitocondriile tulpi- 
nilor de tip sălbatic (p+), indiferent de condiţiile. de creştere (Stevens si 
Moustacchi, 1976 ; Stevens, 1981). Lamele dau reacţie pozitivă cu 3,3 DAB. 
Tedd şi: Vigil (1972) consideră, că este posibil ca în absenţa citocromoxi- 


dazei in mitocondriile p” DAB să reacționeze cu o enzimă mitocondrială 
„codificată de nucleu, si anume, citocrom-c-peroxidaza. Transformările con- 


driomului- spre fenotipul petite nu a fost studiat deocamdată ca un proces 
dinamic ; de -aceea nu se cunoaşte dacă toate mitocondriile sînt trans- 
formate sincron sau dacă fiecare răspunde independent la leziunile ADNmt. 
Pentru elucidarea acestui aspect sînt necesare numeroase investigaţii com- 
. “Tulpinile p° care nu au ADNmt detectabil contin forme. aberante 
similare; marea majoritate: a profilelor mitocondriale sint simple vezi- 
cule delimitate de un înveliș dublu-membranar ; cînd apar lamele interne 
acestea sînt extrem de rarefiate, incluse într-o matrice uniformă, cu o den- 
sitate electronică superioară. . | A : TL 
Membrana crestelor, fiind o parte a; membranei interne, conservă 
particularitátile.structural-biochimice si funcţionale ale acesteia. În mod 


Similar, spațiul intracristal, fiind o continuare a celui: perimitocondrial, 


posedă aceleași însușiri : are cam aceeași lărgime, densitate electronică si 
compoziţie chimică. Spaţiul perimitocondrial împreună cu cel intracristal 
formează compartimentul intermembranar cu un important rol functional. 

Condrioplasma umple întreg compartimentul central al mitocondriei, 
delimitat de membrana elementară internă a învelișului : mitocondrial şi 
de membranele: crestelor. Aspectul electrono-microscopic al matricei vari- 
ază, de asemenea, fiind dependent de. faza: de dezvoltare a 'culturii si de 
condiţiile ecofiziologice de creştere. Și matricea poate fi o oglindă a capa- 


"În general, matricea mitocondriilor cu. activitate normală apare pe 
ultrasectiuni cu structură fin-granulară, aspect. conferit în special de: pre- 
zenta la acest nivel a unui număr mare de ribozomi. Condrioplasma capătă 
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o opacitate electronică superioară în „celulele crescute aerobic sub limi- 
tare glucozidică sau lipidică si înglobează un număr mic de unităţi ribozo- 
male, (Rabinowitz si Swith, 1970). Aspect similar îl prezintă si matricea 
mitocondriilor din celulele sporale și zigotice (ascale), care, corelat cu sis- 
temul de criste slab dezvoltat, sugerează o activitate metabolică. redusă. 
Mitoribozomii au fost observați Si în celulele tulpinilor. p^, deşi acestea 
sint incapabile. de proteosinteză mitocondrială. Avînd în. vedere contri- 
butia genomului mitocondrial la biogeneza mitoribozomilor, se intelege cá 
t posedă. genele ribozomale pentru. moleculele de ARNr de 15S.si 21S. 
Faye (1977) consideră că este posibilă eae unor subunitáti: mitocon- 
driale brc (de 50S. si respectiv 37S), dar nefunctionale cînd una sau 
ambele molecule de ARN r sint transcrise. 

După o dublă fixare cu glutaraldehidă si tetraoxid de osmiu, Vie 
ribozomii apar ca; particule. electron-dense de circa 15 nm în: diametru, 
situate cu precádere la.periferia organelei sau inserate pe fata matricealá 
a membranei interne a invelisului si pe membranele crestelor. Asocierea 
mitoribozomilor cu sistemul de membrane interne mitocondriale nu este 
la fel de amplă: ca in cazul citoribozomilor cu membrana reticulului endo- 


plasmic. Frecvent, in mitocondriile celulelor de Candida, mai rar in cele : 


de Saccharomyces, au fost observate grupe de ribozomi cu ordonare spa- 
fialà riguroasă in matrice si pe mambranele interne, sugerind prezenţa 
formatiunilor polizomale (Vigmais si colab. 1972). Insusirile morfologice, 
biochimice . si. funcţionale. ale mitoribozomilor sint asemănătoare cu. cele 
ale ribozomilor bacterieni (vezi cap. 1.3). 

În mod constant, pe ultrasectiuni pot fi vizualizate in matricea mito- 
condrialà: zone genotore c ca regiuni cu. densitate electronică inferioară, 
de regulă, lipsite de creste şi ribozomi în care sînt localizate molecule. de 
ADN) mitocondrial (ADNmt), c care alcătuiesc așa-numiții nucleoizi, similari 
„cu cei "bacterieni,  Analiza* computerizată a ultrasectiunilor seriate reali- 
zate prin celule normale. aflate in diferite etape de dezvoltare sau apar- 
ținînd unor tulpini mutante au relevat cà zonele genofore sînt separate 
(nu formează un reticulum continuu în interiorul organelor) și că nume- 
rul nucleoizilor per mitocondrie variază considerabil : de la unul singur în 
celulele sporale la cîțiva (Circa 8—10) în celulele din faza VARORSDHAS, 
ajungind in mitocondriile gigantice ramificate la circa 20. 

Nucleoizii din aceeași mitocondrie nu sint echivalenti din „punct de 
vedere morfologic și al capacităţii de fixare a colorantului (al intensității 
de colorare), ceea ce sugerează existenţa unei heterogenitáti structurale 
în sensul că “fiecare este constituit dintr-un număr diferit de molecule 

Aspectul ADNmt-ului pe ultrasectiuni variazá in functie de tehnica 
de preparare practicată. În celule fixate cu permanganat de potasiu 
ADNmt-ul apare ca spoturi foarte mici; electron-dense, în timp ce după o 
fixare cu glutaraldehidá urmată sau nu de o postfixare cu tetraoxid de 
osmiu ADNmt-ul este vizibil ca filamente sau fascicule de filamente tor- 
Sionate, disipate aleatoriu în toate zonele. electron-transparente ale matri- 
cei, neîndoielnic ataşate de membranele interne: mitocondriale (desi 
această, conexiune nu -este susținută de imaginile electrono-microscopice). 

n. preparatele colorate cu acetat de uranil, înainte de deshidratarea mate- 
rialului, biologic, in zonele clare. matriceale got fi observate numai fila- 
mente fine de ADN nu și fascicule. 


Peisajul matriceal numai arareori poate fi "RC O de. renta unor ? 


incluziuni organice sau minerale, îndeosebi a celor polifosfatice. AS 
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1.9.3. ASPECTE BIOCHIMICE ios t: 


„Graţie utilizării unei game variate de tehnici de investigare (ca : ultra- 
centrifugarea fracționată, imunoelectrono-microscopia, electroforeza bidi- 
mensională — PAGE — SDS etc), compoziţia chimică globală a organi- 
tului, ca şi a diferitelor sale subfractii, a fost în bună parte descifrată. 
Analiza comparativă a datelor relevă că tabloul chimic general precum și 
distribuția spaţială (compartimentarea)'a diferitelor molecule funcţionale 
sint similare cu cele ale mitocondriilor de la alti taxoni fungali, vegetali 
si animali. ' i MUTA EC d 

á ^. Mitocondriile drojdiilor sînt organite puternic hidratate (apa Tepre- 
| zentind pînă la 700/, din greutatea nativă a organitului), ceea ce reflectă 
| un potential fiziologic particular. Substanţa uscată este: constituită in 
| principal din proteine şi lipide (impreună formînd peste 9094), alături de 
^ care coexistă acizi nucleici (ADN, ARN)'si o gamă largă de molecule mici 
| ce reprezintă substraturi. (de exemplu, acidul piruvic, acetil-CoA, amino- 
| acizi, acizi organici : citric, fumaric, malic, succinie, oxalic etc.) sau cofac- 
tori (nucleotide : NAD, FAD, FMN, GTP, GDP, ATP, ADP, ioni minerali 
etc). Proporția diferitelor compoñente variază considerabil în funcţie de 
starea fiziologică a celulei în general si a organitului in special, de influ- 
enţa unor factori ecofiziologici. : RC URL ARBOR 3 
r.  Fractia lipidicá este constituită in special din fosfolipide (fosfatid l 
jcolina, fosfatidiletanolamina, cardiolipina, fosfatidilserina si fosfatidilino- 
„| sitolul). Sterolii (de exemplu, colesterolul), acizi grași liberi si alte tipuri 
“de molecule lipidice sint în cantitate mică, dar cu un rol important în 
exprimarea structural-functionalá a membranelor "și în energetica celu- 
Jară. Distribuţia cantitativă si calitativă a lipidelor este ntuniformă dar nu 
— aleatorie ; fostolipidele, localizate în exclusivitate la ni membranelor, 
sint mult mai abundente în membrana externă, din care lipsește însă 
cardiolipina: Acizii grași liberi se găsesc atit la nivelul membranelor mito- 
condriale cât și in condrioplasmă. | yo apii il i 
f „Paleta proteinelor mitocondriale 'este extrem. de diversificatá ; pon- 


derea o deţin enzimele catabolice (implicate în ciclul Krebs si în -oxida- 
$ rea acizilor graşi) şi complexele enzimatice ale lanțurilor respiratorii si ale 
u osforilárii oxidative. În structura membranelor mitocondriale mai intrá 
„0 serie de molecule informaţionale (receptori), translocatoare (translocaze) 
| si sintetaze, iar în matrice sint stocate polimerazele ADN și ARN, nucle- 
. aze, ligaze, factorii de iniţiere, elongare si terminalizare a proteosintezei 

ete. Din totalul proteinelor membrana externă contine numai 59/4, iar cea 
„internă circa 209/,, restul intrind în constituția condrioplasmei.. . . 


1.9.4. ORGANIZAREA MOLECULARĂ 
A MEMBRANELOR MITOCONDRIALE | 


Datele furnizate de cercetările electrono-microscopice, coroborate” cu 
cele, biochimice, biofizice și citofiziologice au condus la concluzia că mem- 
branele mitocondriale, cu toate particularitátile lor structural biochimice 
și funcționale, conservă în linii generale principiile arhitecturale ale mode- 
lului „mozaicului fluid“ (Singer si Nicolson, 1972). Prin urmare si în 
cazul membranelor mitocondriale fondul molecular este asigurat de lipide 
care formează un bistrat, În filmul lipidie este înglobat un număr mare 
de molecule proteice sau complexe moleculare: lipo-proteice, cu' caracter 


84 


globular, interrelate functional. Din noianul de particule evidenţiate elec- 
trono-microscopic in bistratul lipidic, îndeosebi prin tehnica criofractu- 
rării, au fost identificate numai o parte. Cele mai proeminente particule 
integrate sînt complexele lanţului transportor de electroni şi protoni şi 
ale fosforilării oxidative, Pe lingă aceste complexe, membrana mitocon- 
drială mai cuprinde şi alte tipuri de molecule (receptori, translocaze, sin- 
tetaze etc.), a cáror ordonare spaţială este puțin cunscută. De menţionat 
că ' fiecare din complexele! respiratorii contin proteine. cu o topografie 
extramatriceală (extrinsecă). Din cadrul complexului I, două, din cele patru 
proteine cu fier neheminic s-au dovedit a fi periferice. Succinat-dehidro- 
genaza. este ancorată membranei pe fata . matricealá; iar citocromii c, si c 


pe fata loculará. F} este de asemenea o proteină periferică ancorată de Fo 
pe fața matriceală. 


Ca toate. celelalte oeir si cele mitocondri&le au o structură 
asimetrică ;. distribuţia diferitelor molecule constituente nu este uni- 
formă, dar nici randomicá, ci vectorială, asigurind realizarea cu înaltă 
eficientà a unor reactii metabolice de mare complexitate. Topografia mole- 
culelor este însă numai relativă, deoarece ele pr pa nl o mare mobilitate, | 
gratie, in special, difuziei irc m 


194.1. ORGANIZAREA, LANȚULUI TRANSPORTOR DE ELECTRONI 


Drojdiile obligatoriu sau facultativ anaerobe supraviețuiesc graţie 
capacităţii ^ lor de. a sintetiza ATP. prin transformări glicolitice a gluci- 
delor pînă la acid piruvic. În glicoliză sînt sitetizate două molecule de 
ATP per moleculă de. glucid metabolizat. În drojdiile oxibionte piruvatul 
rezultat este. mai departe oxidat pînă la CO» si HO în compartimentul 
mitocondrial. Energia eliberată, cu 'mult mai mare, va fi stocată prin sin- 
teza de ATP. Din estimările cantitative rezultă că în timpul oxidării com- 
plete a unei molecule: de glucoză rezultă 38 de molecule ATP. |. — 


“Căile: metabolice oxidative. mitocondriale culminează cu 'reducerea 
NAD+ (generarea de NADH*). NADH” format în timpul reacţiilor B-oxi- 
dării acizilor. graşi. si ale ciclului acizilor: tricarboxilici va fi ulterior reo- 
xidat la NAD+ printr-o secvenţă de: evenimente oxido-reducătoare, cata- 
lizate de. o serie de complexe enzimatice care în ansamblu formează lanţul 
respirator: sau transportor de electroni. Energia eliberată este convertită 
într-o formă de legătură terminală pirofosfatică a ATP. Ca urmare, func- 
tia lantului respirator este de. fosforilare oxidativá. 


In prezent este in general acceptabilă ideea cá evenimentele oxi- 
dative si ale fosforilării sint catalizate de 5 complexe enzimatice, dintre 
care.4 sint complexe respiratorii, iar cel de al cincilea este ATP-sintetaza. 
Toate la un loc reprezintă cei mai importanti constituenți integrali struc- 
turali-functionali ai membranei interne mitocondriale. În structura lantului 
respirator mai intrá douá componente. şi anume citocromul c, o hemopro- 
teină cu greutate moleculară mică şi coenzima Q, o chinonă lipoidală. 
Aceste molecule, definite transportori „mobili“, în stare oxidată func- 
lioneazá ca acceptori de electroni, iar in stare redusă ca donori de elec- 
troni. 


Fiecare complex respirator reprezintă u un segment bine definit al lan- 
tului transportor de. electroni, a căror organizare s-a dovedit a îi destul 
de unitară printre eucariotele oxibionte în general si la diferitele specii 
de drojdii în special (fig. 27). 
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Fig. 27. Organizarea termodinamică cu tentativă: moleculară:a lanţului respirator :. i 
I-IV — complexe (edificii) plurimoleculare transportoare de electroni si protoni; 
cifrele indică subunitățile proteice constitutive; B si C — citocromii b si, res- 
vA pectiv, c; UQ — ubiquinona (după Durand, 1986). i 
Toate datele de pînă acum sugerează „că complexele respiratorii sint 
unități funcționale minimale ale transferului de electroni, întrucît func-: 
tionarea acestora conduce invariabil la pierderea 'activității enzimatice si 
alterarea însuşirilor catalitice ale transpórtorilor individuali. | 
„„* Complexele respiratorii au. în primul rînd rolul jde catalizatori ai 
transferului de electroni, fiecare avînd un set unic dé trànsportori. Ele 
funcţionează totodată si ca elemente structural-arhitecturale, întrucît. au 
capacitatea de a interacţiona: cu. fosfolipidele - și -de a forma. împreună 
biomembrane.. 


Complexul I(NADH-CoQ-reductaza). Este .constituit din cîteva zeci: 
de subunități proteice diferite, identificate fiind numai cîteva : NADH- 
dehidrogenaza, unele proteine cu fier neheminic, CoQ și fosfolipidele care 
reprezintă. circa 209/, din masa totală a complexului: Proteinele cu fier: 
neheminic: aparţin la 4 centri de reacţie cu Fe—S. Stoichiometria trans- 
portorilor a fost estimată a fi următoarea: IFMN/1FeS;/1FeS,/1FeS;/: 
1FeS4. Complexul I reduce NADH si oxidează CoQ. După Hatezi si colab. 
(1976), complexul I mai poate realiza o oxidare NADH la: NADP+ 'Si:0 
reacţie de transhidrogenare în .care H de la NADPH este transferat la 
NADH.. | ü 1 


Pe baza informaţiilor curente transferul de''electroni prin NADH- 
CoQ-reductază poate fi reprezentat astfel: | | 


“NADH-dehidrogenaza : ? Proteina cu Fe neheminic ` 
NADH->FMN —FeS, —FeS, —FeS3 —FeS4 —CoQ | 
POE T... — transportor: necunoscut. = 

. Fe(CN)s | x implicat de asemenea în 
` Si alti ac- | tty transhidrogenare . 
ceptorii âr- “s Mi NADPH' e yA l 
tificiali 
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Complexul II. (Succinat , CoQ-reductaza. Este nu numai un complex 
respirator ci si o enzimă a ciclului Krebs ce catalizează dehidrogenarea 
succinatului si transformarea acestuia în malat. Complexul. purificat 
constă din 7—8 subunități proteice cu greutăţi moleculăre cuprinse între 
70 000 şi 12 000 daltoni. Componenta definitorie este succinat-dehidroge- 
naza alături de care: coexistă o serie de proteine cu fier neheminic (ce 
aparţin la 3 centri de reacţie — FeSs-1, FeSs-2 si FeSs- 3), pa Cat c 5558 
a cărui funcţie rămîne necunoscută si: fosfolipide. 

Steichiometria: probabilă : 1FAD/1FeSs-1/1FeSs-2/ 1FeSs-3.: 4 
Complexul II catalizează oxidarea succinatului Și reducerea CoQ; și 
CoQ». 

Complexul TII EEI ITSEN -reductaza). Acest complex respirator 

catalizeaeză! reducerea citocromului c prin CoQH» într-o: manieră. anti-, 
micin-sensibilă. Purificat, complexul are o greutate moleculară de 
260 000—280 000. In imaginile electronice ale preparatelor colorate nega- 
tiv complexul apare ca 0 particulă sferică cu un diametru de.80— 90 , Å: 
El conține citocromii b. (bk si br), citocromul c si proteine cu fier nehe-. 
minic într-o stoichiometrie de 2:1: 2. Da acestea se mai. adaugă si alte: 
proteine (de exemplu, proteine miez) a căror funcţie este încă iiie 
Date genetice și biochimice recente (Tzogoloft, 1987) sugereazá cá cito- 
cromii bk si br sint formati din cite un singur lant, polipeptidic, cu situ- 
suri distincte de legare a hemului, fapt, susținut de diferenţele: spectrale 
şi potentiometrice, Din datele de secventiere a genei subunitátii citocro- 
mului b din drojdii bovine si om rezultá o bună conservare evolutivă -a 


acestei proteine care s-a dovedit a avea o greutate moleculară de circa. 
44 000.. 


"Antimicina. inhibá complet Aro Mun enzimaticá a CoQH-cilocrom- 
c-reductazei! Inhibitorul induce de: asemenea, cîteva ERA în proprie, 
tátile fizice si spectrale ale complexului, 


In condiţii anaerobe numai RU din. aca b al complexului u 
din mitocondriile de S. cerevisiae este redus de substrat. Cînd însă se 
adaugă antimiciná, virtual întreg citocromul b se reduce indicînd prezența 
unui oxidant de tipul fericianidei. Aceste observaţii interesante au condus, 
la elaborarea unor ipoteze privitoare la mecanismul catalitic al enzimei.. 
Una dintre acestea susţine transportul prin complex a doi protoni pentru 
un singur electron transferat. Schema. generală implică, un ciclu, mare în 
care ‘CoQ redusă este mai întîi oxidată pînă la o. ERAI Rânia de citocro-. 
mul br si apoi total oxidată prin citocromul (em 


Complexul IV (citocr omoxidaza). A fost obținută Gratis o formă înalt 
purificată din diferite specii de drojdii, Neurospora, bovine si om. Cer- 
cetările electrono- -microscopice, biochimice și enzimatice au relevat preg- 

nante asemănări în privinţa formei, topografiei, compoziţiei în. subunități 
proteice si a proprietăţilor catalitice. Complexul purificat, în imaginile 
electronice. ale preparatelor” colorate negativ, are o formă apr opiată li-. 
terei Y, cu două braţe de aproximativ 50, A lungime, care proeminează in. 
. matrix, şi o tulpină de 15 À lungime la capătul opus al moleculei spre. 

faţa citoplasmatică a membranei. El are o greutate moleculară de circa 
150'000. şi: este format din 7 subunități proteice distincte cu greutăți 
moleculare ce' variază între 40 000 si 9500, fiecare constituită dintr-un 
singur lanț polipeptidic. Dintre acestea esentiali sînt transportorii de 
„electroni — citocromi a si a4 si Cu într-o stoichiometrie de 1:1 :2. Pre- 
paratele de citocromoxidază . purificată din mitocrondriile de: drojdii si 
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Neurospora au un conţinut 'total::de hem' a (citocrom 'a' şi 'a3)'de::13—15 
nmoli per miligram de proteină, ceea ce corespunde la un citocrom d şi 
az per unitatea de enzimă. =: AU ! 
., Proteinele hidrofobice, ale complexului pot. forma. miezul acestuia 
înconjurat de subunități cu. caracter: hidrofilic. În funcţie de metoda 'de 
izolare, proporţia fosfolipidelor din greutatea ‘totală a com plexului va- 
riază considerabil, de la mai puţin de 109/;;pinà la 300%. ud 


Complexele purificate în prezenţa fosfolipidelor au o: mare! abilitate 
de.a forma: membrane, ceea ce denotă că ele sint. unităţi structurale 
esenţiale ale membranei interne mitocondriale. ib. Uh 
„Indiferent de proporţia lor, fosfolipidele s-au dovedit a fi o com- 
ponentă nu numai structurală, ci si funcţională importantă. a. complexu- 
lui. Sint date ce pledează pentru o functie cataliticá a fosfolipidelor din. 
matrice a complexului, S-a sugerat de asemenea că fosfolipidele ar faci- 
lita interactia enzimei cu substratul sáu. : nod a QUIC. TAAR + 
„Citocromoxidaza catalizează o aditie netă de 4 electroni. la. oxigen. 
Din multitudinea de scheme propuse a fost acceptată aceea care presu- 
pune existența unei “secvenţe obligatorii. a transferului de. electroni de 
la a-Cu la perechea d3-Cu si ca ultimul donor de electroni pentru oxigen 
este citocrom a3. "d du VA TENET UR A 
“Complexul V (ATP-sintetaza). Fosforilarea oxidativă este cea mai im- 
portantă funcţie a mitocondriilor, proces prin care energia eliberată prin. 
reacţiile oxidative ale lanţului transferului de electroni este utilizată pen- 
tru sinteza de ATP. În realizarea acestei funcţii un rol cheie. îl. deţine, 
ATP-aza — ATP-sintetaza: mitocondrială, implicată în etapele termi- 


nale ale fosforilárii oxidative. 

ATP-azele din mitocondriile drojdiilor, de la N. crassd, din inima 
de bovine si ficat de sobolan au un model electroforetic similar. Cea. din 
mitocondriile drojdiilor este compusă din „cel puţin. 10 subunități di- 
ferite cu greutăţi moleculare variind între 58 000 şi 8 000, rezoluţionată 
in 3 componente funcţionale si'anume': Fi, un factor membranar si 
OSCP. | | a d qj" 

Fa purifricat este un polimer hidrosolubil cu o greutate. moleculará. 
de 360 000, format din 5 polipeptide diferite simbolizate cu «, f, vy,. à si 
s, ferm conexate. Subunitátile mai mari (x si 8) au greutăţi. moleculare 
de 58 000 si respectiv de 55 000 si reprezintá pînă la 859/, din masa pro- 
teică a lui Fi. Celelalte subunități (y, 3 $i €) sînt prezente în concentraţii 
inferioare. Pe baza: intensității de colorare în selurile poliacrilamidice în 

prezenţa SDS a fost propusă următoarea. stoichiometrie a subunităţilor : 

Majoritatea preparatelor de F; contin o a XI-a polipeptidă cu o greu- 
tate moleculară de 8000—90 000 care supreseazá activitatea. cataliticá 
a enzimei. Desi functia acestei polipeptide este mult controversatá a fost 
avansată ideea că ea poate îndeplini unele funcţii reglatoare in activitatea 
de cuplare a ATP-sintetazei. Incerte rămîn si funcţiile celor 5. polipeptide. 
ale lui Fi. Unele date experimentale susţin rolul, catalitic al, subunități. 
în hidroliza ATP-ului. | Eh eigo e. 

.. Fi se poate lega de membrană si o dată cu aceasta devine sensibil 
la. oligomiciná, În aceastá conexiune sînt implicate subunitatea 3. a.1lui 
Fi, OSCP si Fo ale factorului membranar. -~ ' | 

Factorul membranar (CF) reprezintă- cel de: al doilea component: 

structural-functional. al complexului ` enzimatic. V-ATP:sintetază, de. 
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prezenţa căruia. este: legată - sensibilitatea 'acestuia . la oligomicină. CF9 
este constituit din mai multe subunități proteice care concură la ancora- 
rea lui Fi de: membrană si implicit la fenomenul de fosforilare oxidativă, 

CF, a fost' rezolutionatà într-o proteină solubilă (OSCP) şi o fractie 


hidrofobă, considerat ' ca factor integral | al membranei interne mitocon- 
driale. ` 


Factorul: 'membranar . al ATP- sintetazei din, mitocondriile dtiiloi 
s-a dovedit. a prezenta următorul set de. proprietăţi; : 202 


. — leagă oligomicina si alti inhibitori ai fosforilárii oxidative Și prin ` 
aceasta conferă sensibilitate la oligomicina lui F, ;.. 


— se leagă de fosfolipide realizind astfel o optimă integráre in. ar- 
hitectura generală a membranei. interne mitocondriale ; x 


— asigură ancorarea lui Fa, la membrană ; i 
— moduleazá proprietățile fizice si. catalitice. ale lui 134.21 


“Prin tehnici. curente: CFo a fost rezolutionat in 2 proteine si anume : 
OSCP, Fo, un proteolipid si factorul B. ' 


- Fg pare a fi necesar în atașarea lui Fi la. proteinele hidrofobice. ale 
factorului membranar şi în restaurarea sensibilităţii la oligomiciná.. 


En oteolipidul: are o greutate moleculară de circa 8000 şi leagă CO- 
valent DCCD la un reziduu de acid glutamic. Investigarea, unor mu- 
tante de drojdii oligomicin-rezistente a relevat implicarea proteolipidu- 
lui in legarea oligomicinei. Desi rolul său in activitatea catalitică a 
ATP-azei rămîne încă obscur, a fost! avansată ideea că. proteolipidul ar 
forma un canal protonic prin interiorul membranei. Această ipoteză este 
susținută de studiile pe: modele de membrane fosfolipidice a căror per- 
meabilitate la H+ crește considerabil după încorporarea , proteolipidului 
in bistratul lipidic. 


Factorul B's-a dovedit a stimula transferul energiei prin particulele 
submitocondriale (Sanodi şi colab., 1980, 1988). Unele date experimen- 
tale susţin implicarea. acestei subunități proteice în activitatea catalitică 
a complexului.. 

OSCP este. o proteinà cei cu greutate moleculará de 18000 ce 
conferă sensibilitate la oligomicină complexului. Din studiile asupra com- 
plexului ATP-sintetazá din mitocondriile drojdiilor rezultá cà OSCP este, 
de asemenea, esentialà „pentru legarea lui F; la factorul membranar. "i. 
sprijinul acestei idei vin Si. rezultatele experientelor | de reconstituire in, 
vitro a A'TP-azei-oligomicin sensibilă, care au relevat că OSCP împreună 
cu proteinele hidrofobice. ale factorului membranar, formează situsul de 
legare al lui. Fi..Se apreciază că există de fapt trei proteine implicate 
în interacţiunea lui F; cu proteinele hidrofolice ale complexului si anume : 
subunitatea è a lui Fy Fo si OSCP — ale unităţii .CFy. . 


Studiile de microscopie. electronică susțin existenţa. a trei < domenii 
morfologice în complexul. ATP-sintetază. Complexul purificat apare în, 
imaginile “electronice ale preparatelor colorate negativ ca particule bi- 
partite formate dintr-un factor membranar: globular- inglobat în bistra- 
tul lipidic, un col. scurt, si particula sferică, de circa 9 nm în diametru, 
periferică: membranei mitocondriale. asimilată cu: subunitatea F4: 

Complexul - ATP- sintetază „este implicat in. fosforilarea ADP-ului. i 
Mecanismul catalitic rămîne în bună! parte obscur ; (o tă foritiilăte 
nu elucideazá pud pai en 
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1.9.4.2. SISTEME DE TRANSPORT MITOCONDRIALEÉ ` 


Rolul strict specializat al mitocondriilor in metabolismul interme- 
diar necesită un control riguros al substanţelor care intră. (O5, H20, ADP, 
fosfat, piruvat, acizi graşi) si ies (produsele oxidării și fosforilării — CO» 
şi ATP) din aceste compartimente celulare. Virtual toate mitocondriile 
indiferent de sursa lor s-a dovedit a poseda sisteme de transport speci- 
fice, diversificate, care realizează un pasaj eficient și adecvat al unor 
metaboliți esentiali prin membranele mitocondriale ce separă condrio- 
plasma de citosol. . ^ is | | șa Sin Ai 

Mitocondriile utilizează un spectru larg de' sisteme de transport, 
toate extrem de selective si active. - inu EY PW Dl 

Membranele mitocondriale sint impermeabile pentru moleculele :po- 
lare (glucide, acizi), cationi (K+, Mg?*) si anioni (Cl79, H3PO,-), dar per- 
meabile faţă de compușii cu greutate moleculară joasă si lipofilici ca al- 
coolii, hidrocarburile etc. Substanțele încărcate electric pot, de asemenea, 
penetra prin membrane dacă sînt recunoscute şi translocate de proteine 
specializate, fără (difuzie facilitată) sau cu consum, de energie (transport 
activ). Dintre toate modalităţile de permeatie transportul activ ce se 
realizeazá impotriva gradientului de concentraţie este de.cea mai mare 
importantá deoarece el realizeazá si menţine o concentraţie înaltă a 
substanţelor necesare pentru o activitate optimală a. organitelor mito- 
condriale. - | lié TU PT Aene ino. 

Prezenţa proteinelor transportoare este certificată de multiple date 
experimentale ; topografia lor în membrana mitocondrială, geometria şi 
modificările sterice reversibile, pe care le suportă, ca şi | mecanismele 
prin care ele realizează transferul diferitelor substanțe prin. membrane, 
rămîn în bună parte necunoscute. n Ttg zeii 9.101545, 

Avind in vedere importanta si amploarea: transportului facilitat si 
activ, se poate afirma că proteinele transportoare reprezintă o altă com- 
ponentă majoră structural-functionalá a membranelor interne, mitocon- 
driale. - gd PW E 
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1.9.5. BIOGENEZA MITOCONDRIILOR |. 


Marea majoritate “a probelor actuale susțin continuitatea genetică a 
mitocondriilor și se opun formării de novo. În timpul diferitelor faze 
ale ciclului de viaţă al drojdiilor mitocondriile suferă metamorfozări. 
drastice ; în condiţii de anaerobioză și în celulele sporale populaţia mi- 
tocondrială se reduce considerabil, adesea ráminind o singură organelă, 
Si aceasta cu.o structură extrem de simplificată, dar niciodată n-a, fost 
observată dispariţia lor în totalitate. Revenirea la condiţia oxibiotică ca 
şi declanșarea germinării sporilor şi zigotilor sînt însoţite de o. creştere 
explozivă a numărului de mitocondrii ca și a volumului 'şi structurii fie- 
cărei organele în parte, Amplificarea structurii este consecinţa insertiei: 
in organitele preexistente (promitocondrii), la situs specific,.a. unor: mo- 
lecule noi sintetizate in condrioplasmá şi citosol. Astfel, promitocondriile. 
se transformă | rapid în organite mature, respirator-functionale. “Noile” 
profile mitocondriale apar prin automultiplicarea celor preexistente, ce 
se realizează prin clivaj, strangulare sau înmugurire, mecanisme ce amin- 
tesc maniera de diviziune a celulelor bacteriene. Creşterea şi diviziunea: 
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mitocondriilor nu sint sincronizate cu procesele similare celulare, ceea 
ce nu exclude o strictă coordonare, fără de care nu ar putea fi realizată 
continuitatea fizicá a organitelor de-a lungul generatiilor celulare. 


Biogeneza mitocondriilor este consecinţa cooperării functinale dintre 
informaţia genetică proprie şi cea nucleară.: Din estimările cantitative 
avînd la bază mărimea moleculei de ADNmt, datele de secventiere şi 
cartare genică, rezultă. că potenţialul genetic al mitocondriilor este rela- 
tiv redus, majoritatea proteinelor mitocondriale (circa 9009/4) fiind codi- 
ficate de genomul nuclear: Cu toate acestea rolul genomului propriu tre- 
buie să fie deosebit de important dacă avem în vedere cá marea majo- 
ritate, a complexelor structural-functionale mitocondriale sînt tipice 
exemple de dualism genetic, avînd în constituţia lor una sau mai multe sub- 
unităţi proteice codificate si sintetizate de aparatul genetic propriu. 

Din multiplele sisteme genetice mitocondriale luate în studiu, cel 
mai bine cunoscut este cel al drojdiei S. cerevisiae. Devansarea cercetă- 
rilor poate fi explicată prin avantajele pe care le prezintă această ciu- 
percă si anume : ea poate creşte în absenţa unui metabolism. oxidativ, 
ceea -ce a permis obținerea și izolarea unei game largi de mutante ,pe- 
tite& rezistente la antibiotice si termostabile, care conservă în genomul 
lor mitocondrial o constelație genică diferită. Cercetarea genetică deta- 
liată a acestor mutante a permis o bună cunoaștere a potenţialului 
genetic al ADNmt al acestor drojdii. Din analiza hărților de restricţie 
rezultă că informaţia genetică este -de regulă unică în cadrul aceleiași 
molecule de ADNmt. Redundanta este evidentă în cazul in care se ana- 
lizează întregul genom organelar datorită stării sale poliploide. 

Hărțile de restricție ale ADNmt de la diferite specii de drojdii pre- 
zintá puține similarități atît in privința numărului cit si al pozițiilor re- 
' lative ale situsurilor de restricție. Polimorfismul este cu atit mai accen- 
tuat cu cît unitățile taxonomice sînt mai îndepărtate filetic (Piatje, 1984). 

Pe lîngă cele inserate în tabelul 5 este foarte posibilă existența şi 
a altor gene încă neidentificate, numai în parte exprimate de URF. Se 


Tabelul 5 ` 
Potențialul genetic al ADN mt de la 5. cerevisiae 

Gene mitocondriale | d _Codifică 
NNNM N N 
ARNr 21S N .. Molecula de ARNr 21S 
ARNr 15S ^s: Molecula de ARNr 158 
ARNI4t? 7. 724 24 molecule de ARNt 
CO I Subunitatea III a citocrom-oxidazei 
COH ^^^ Subunitatea II a citocrom-oxidazei : 
CO III Subunitatea I a citocrom-oxidazei 
ATP-aza 6 Subunitatea 6 a ATP-sintetazei 
ATP-aza 8. ^"^ " Subunitatea 8 a ATP-sintetazei : 
ATP-aza 9. 4 . Subunitatea 9 a ATP-sintetazei . . .. 
ATP-aza F, « Subunitatea x a lui F, 

Cy-B:.. ^ |^ Apocitocromul b din complexul II , 
Var-1 „O polipeptidă asociată cu subunitatea mică (de 30S) a ribozomilor 
X mitocondriali : 

URF (1—6?) ` Maturaze si alte proteine necunoscute 
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estimează la.cel.putin 20 numărul lanturilor polipeptidice codificate de 
ADNmt și translate. în organit pe proprii: ribozomi (Leaver si colab., 1982; 
Pratje, 1984). - « denen le quer 
. ;Fiecare dintre. aceste. lanţuri polipeptidice intră in' structura unui 
complex enzimatic constituit în: cea mai mare “parte din: proteine im- 
portate. din. citosol, codificate de genomul nuclear. Aşadar, dezvoltarea 
mitocondriilor se -află sub. un control genetic dublu ;: diferenţierea nor- 
mală a.organitului implică o'interactiune echilibrată: a: produșilor gene- 
lor din cele două sisteme genetice ale celulei de drojdie. 
Produsii. translati în citoplasmă: (tabelul 6)'si în mitocondrie'ai en- 
zimelor oxidative din membrana internă mitocondrială: ci derivație du~ 


Tabelul! 6 
" .. Proteine mitocondriale sintetizate în citoplasmă | m 
Componenta structurală "m PAPE E. Ri a Sat At 
mitocondrială ` [| ^ ,  Polipeptide identificate | ' 
- Carbamil fosfat-sintetaza 
Mn3f superoxid-dismutaza 


| ARN-polimeraza: - 
Matrix. .ADN-polimeraza |. 
Proteine ribozomale 
" Arnitin-transcarbamilaza- 
Enzimele ciclului. acidului citric 


"Citocromul c ar 
; | = Subunitatea V a complexului citocromic bc] 
Membrana internă Subunitátile B, y, 8, e ale lui F,-ATP:sintetază 
.Proteolipidul lui: F;-ATP-sintetazei | 
Subunitátile IV, V,;VI şi VII ale citocrom-oxidazei 


Spaţiul intermembranar - Citocromul ce. 
M AA ... Gitocrom-peroxidaza-c : 
(perimitocondrial): * Citocromul b, 


Membrana externá Porina 


„ală.sînt sintetizati într-o manieră stoichiometrică. Expresia genomului 
nuclear şi mitocondrial, prin urmare, trebuie să fie coordonate printr-un 
semnal celular care. asigură o sinteză ordonată și proporţională a celor 
două seturi de proteine. Experiențele realizate pe mutante p° de S. cere- 
visiae sugerează cá produsii mitocondriali par să joace un rol pasiv în 
acest proces, Există in prezent numeroase date care probează rolul aç- 
tiv (inductor) al genelor nucleare asupra expresiei ADNmt. Pornindu-se: 
de la ceeace se cunoaște de la sistemele bacteriene, s-a postulat că 
unii factori citoplasmatici pot activa sau represa: transcripţia si proba- 
bil translatia genelor mitocondriale.- A ui secl "e 
Sinteza vastei majorităţi a, proteinelor mitocondriale pe ribozomii. 
citoplasmalici necesită transportul: lor spre compartimentele interne ale 
„organitului. Acest proces implică două fenomene : recunoaşterea mem- 
branei ţintă şi. trânslocarea proteinelor prin membrână. Simplul fapt cá 
fiecare membrană este compusă dintr-un set. unic: de proteine . denotă . 
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existenţa unor receptori de membrană capabili de a lega numai un sub- 
set specific de proteine din rezervorul citoplasmatic. În cazul mitocon- 
driei, receptorii sint distribuiti între cele două membrane ale invelisu- 
lui. Din cauza. numărului. foarte mare de -proteine diferite ce trebuie 
transportate, se apreciază că nu există cîte un receptor pentru fiecare 
tip de moleculă, ci pron un grup de proteine cu însușiri syaa le 
comune. | 

Membrana ORRI actioheazá ca a doua barieră fizică, exercitînd o 
înaltă funct(ie discriminatorie. Ea realizează transferul unor pro- 
teine în matrix în timp ce pe altele fie că le integrează (de exemplu, 
citocromul cj), fie -că le retine în spaţiul perimitocondrial (de exemplu, 
citocromu]. c). Mecanismele de transport se apreciază cá sînt similare cu 
cele descrise pentru alte citomembrane. 


Pe lîngă. proteine in mitocondrie se sintetizează şi unele (puține) li- 
pide (de exemplu, cardiolipina) ; marea majoritate însă. (fosfatidilcolina, 
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositolul, fosfatidilserina etc.) sînt sinte- 
tizate la nivelul reticulului endoplasmic. Transferul lor la mitocondrie 
pare.a fi realizat de proteine transportoare, speciale, capabile de schimb 
fostolipidic. Au fost izolate şi identificate pînă in prezent patru specii mo- 
leculare, proteice, fiecare capabilă de a transporta un anumit fosfoli-. 
pid. Transferul de lipide de la membrana externă la cea internă poate 
implica participarea unor transportori endogeni ; nu este exclusă posi- 
bilitatea unui transfer direct (nemediat) la. punctele de contact între cele 
două membrane. ` 


" Ubicvitatea transportorilor lipidici : sugereazá cá busta joacá un 
ro] important in repartiţia intracelulară a fosfolipidelor. Nu este însă 
clar dacă funcţia lor se rezumă la realizarea unei balante stabile a fos- 
folipidelor înrudite între diferite membrane sau dacă sint implicaţi si 
în realizarea unei creşteri rapide a citomembranelor. 


4 110. NUCLEUL 


Celulele . normale de drojdii sint uninucleate ; „unicul nucleu, de 
formă sferică sau ovală, mai rar neregulat lobat are, de regulă, o poziţie 
excentrică datorită vacuomului care in multe faze ale ciclului de dez- 


voltare este constituit dintr-o mare vacuolă cu pozitie centralá. Ca si la 
alte grupe taxonomice de ciuperci, nucleele drojdiilor sint mici (1—2 um). 
“Raportul nucleo/citoplasmatic se modifică puţin în timpul ciclului ce- 
lular ; valoarea cea mai mică se.constată în cazul celulelor din culturile 
fazei IDE oprite în: Gi timpuriu (perioadă omoloagă cu. Gy de.la 
eucariotele superioare), . iar cea. mai mare este. caracteristică celulelor 
aflate în- plin proces de diviziune (din :G> pînă la debutul citochinezei). 
. ' Natura eucáriotá a drojdiilor, sugerată de investigatiile de micro- 
'Scopie: fotonică, a fost “certificată de primele imagini electronice. (Agar 
și Douglas,. 1957). care au relevat planul similar de organizare al nucleu- 
lui acestor microorganisme fungale cu cel.al nucleelor de la diferiţi fito- 
și zootaxoni. .Prin urmare, compartimentul nuclear, definit ca. spaţiu ge- 
netie în: care.. are loc. stocarea, replicarea si: transcrierea celej mai-.mari 


M 
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DE cue T CIE 
Fig. 28. Ultrastructuza celulei de C. robusta; se disting principalele sub- 
structuri celulare : 

Cr — cromatina ; In — înveliş nuclear prevăzut cu pori (săgeata) ; Mt — mi- 
tocondrii cu o morfologie heterogená ; N — nucleu; Pc — perete celular ; 
RE — reticul endoplasmic ; V — vacuole. 


[ părţi din informaţia genetică celulară, poate fi secventializat. in urmă- 
toarele părţi : înveliș, nucleoplasmă, cromonemată, nucleol si fus intra- 
nuclear (fig. 28 si 29). TEL | 


1.10.1. INVELISUL, NUCLEAR - 


Învelișul este structura de graniță a nucleului care realizează o se- 
parare spaţială $i temporară a transcrierii (sintezei de ARNm) de tra- 
ducere (sinteza de proteine de cátre ribozomi in compartimentul: citoso- 
lic) si indeplineste functii similare cu cel din celulele tuturor organis- 

| melor eucariote. El conferá individualitate organitului prin „controlul 
! riguros si medierea schimbărilor nucleocitoplasmatice. În imaginile ul- - 
, trasectiunilor apare format din două citomembrane de circa 7 nm gro- | 
sime, Cu un traiect paralel, separate de un spaţiu denumit perinuclear, - 
„avind 10—20 nm în diametru (vezi fig. 29).. - Li mic: 
| Membrana externă a învelișului nuclear prezintă continuitate struc- 
4 turală cu membrana unor profile ale reticulului endoplasmic- rugos și, 
d 
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Fig. 29,: Protoplast  criofracturat , de S. cerevisiae ;. sint n qe Pula 
organite si alte substructuri celulare : |... .. | 

Ibis Suves nuclear prevăzut cu pori.(ságeata); Mt — bos Aro È N — nu- 

cleu ; Pl — , platsmalemá ;. RE — reticul endoplasmatie ; Vs e vacuole. 


asemănător acesteia, suprafaţa sa citosolică este tapisată cu ribozomi im- 
plicati in proteosinteză.. Această conexiune directă permite expansiunea 
rapidă a învelișului nuclear în anumite etape ale ciclului celular prin 
transfer direct de material .de la reticulul endoplasmic. Deoarece si lu-- 
menul reticulului endoplasmic este in continuare cu spaţiul perinuclear, 
cele două membrane pot fi considerate porţiuni specializate ale unui 
, Sistem membranar unic. În anumite regiuni, bine definite, membrana ex-— 
ternă fuzionează cu Cea internă, generind canale de 100 X 20 nm denu- 
mite ' pori. Deşi cele două membrane ale învelișului nuclear sînt, așadar, 
continue, ele își. conservă o anumită individualitate, fiind diferite din 
punct de: vedere biochimic și functional. Setul de proteine.din mem- 
brana externă este specializat în interactii cu unele componente citoso- 
lice si ribozomii, pe cînd cel din membrana interná realizează interactii 
specifice cu proteinele laminei nucleare. ` 


" Lamina nucleară este o reţea de proteine mu multiplu A. 
cu membrana internă a invelisului nuclear căruia ii conferă o anumită 
rigiditate; contribuind astfel la inducerea formei nucleare. Rolul esential 
al laminei este însă in organizarea cromozomilor in spaţiul nuclear prin 
legarea acestora la situsuri specifice ale învelișului nuclear; contribuie, 


de asemenea, la organizarea și funcţionarea complexelor porale. Aceste 
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două roluri arhitecturale sînt evident coordonate deoarece conexiunile 
cromatinei cu învelișul nuclear lipsesc in: dreptul porilor si pe o anumită 
porţiune adiacentă, ceea ce sugerează că lamina nucleară din E zone 
are o structură particulară. 


Invelişul nuclear. prezintă, aşadar, un rugs arte, de pori tipici, 
diseminati relativ uniform pe toată. suprafaţa sa, topografie dictată de 
structura diferențiată a laminei dense nucleare. Morfologia ca si densi- 
tatea porilor (circa 10 pori/um?) variază: puţin -de-a lungul! ciclului ce- 
lular, ceea ce denotă că transferurile materiale bidirectionale pe care le 
mediază se desfășoară la cote apropiate. În lumenul poral, al cărui dia- 
metru este în jur de 100 nm, este cantonată o structură disciformă, cu- 
noscută sub denumirea de complex. poral (anular). În imaginile crio- 
fracturilor complexele porale la drojdii apar cu o organizare similară 
cu cele de la alte grupe taxonomice de eucariote vegetale si animale ; 
pe ambele feţe ale învelișului sînt evidente 8 formaţiuni globulare, de 
natură proteică, ordonate circular în jurul porului, si una centrală de 
circa două ori mài mare (vezi fig. 29). Cînd granula centrală lipseşte, 
în centrul fiecărui complex poral apare un canal Ciric (9 nm x 20 nm) 
plin cu apá. 


iNeindoielnic, cea mai mare parte a traficului material nucleo-cito- 
solic se realizează pe la nivelul complexelor porale. Avînd în vedere di- 
mensiunile canalului din centrul său şi cele ale moleculelor si edificiilor 
supramoleculare (de exemplu, subunitățile ribozomale) care trec pe la 
acest nivel, transportul trebuie să fie activ (energie dependent) mediat 
de. componentele anulilor din lumenul porilor. Mecanismul intim al aces- 
tui transport este puţin înţeles, ca de altfel Și i organizarea şi biochimia 


-complexelor porale. | 


([nvelisul. nuclear persistă in timpul 'cielumii celular, jucind un. rol 
important. și in cariochinezá, ce se realizează prin strangularea nucleu- 


lui parental, grație organitelor asociate cunoscute sub diferite denumiri': 


plăci centriolare, corpi polari ai fusului (CPB) sau organite asociate nu- 
e 


1. 10. 2, 'NUCLEOPLASMA . 


„Matricea. nucleară. la: drojdii este mai greu” T caracterizat “datorită 
stării; de regulă, permanent-relaxată a cromozomilor. Se apreciază, 


totuși, că însușirile fizice, chimice și (ulira- ) structurale sînt similare cu 
cele de la alte grupe taxonomice de ciuperci și chiar de 1a alte eucariote. 
Reprezintá un complex chimic în cadrul căruia . apa, este totdeauna do- 


minantă, constituind mediu de dispersie a micro- şi macromoleculelor ca 


și. a unor structuri supermoleculare. Investigatiile de microscopie fotonică 
nu 'au reușit să deceleze unele edificii arhiteciurale proprii. "Unele date 
furnizate de cercetările de - microscopie electronică corelate 'cu cele de 


“biochimie și biofizică Sugerează existenţa matrixinei relevate în nucle- 


ele, altor organisme. | 
-Nucleoplasma reprezintà inediul in care sint. iocum cromonemata, 


nueleolul și fusul intranuclear, a căror existenţă si funcţionalitate” de- 


pinde în bună parte de biochimia şi fiziologia acestei componente funda- 
mentale a nucleului. ` 
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4.10.3. CROMONEMATA (CROMOZOMII): 
La majoritatea drojdiilor nucleul. interfazic, după. o - colorare adec- 
vată, apare la microșcopul  fotonic cu: o structură : omogenă, dipsit de 
corpuri. cromatice, indicatori ai heterocromatinei: constitutive. Dupá-opi- . 
nia lui Bicknell. si Douglas (1970), această absenţă aparenţă a hetero- 
cromatinei poate fi explicată prin cantitatea mică: de ADN. redundant. 


:1.10.4. NUCLEOLUL: 

Este interesant de notat cá la drojdii nücleolul ocupá o mai mare 
parte din volumul nuclear comparativ cu alte eucariote: aceasta poate 
reflecta” cerința: crescută de biogeneză 'a ribozomilor, + comună! şi -altor 
grupe taxonomice de organisme 'la care generaţiile. se succed cu mare 
rapiditate. Í nic ny MU Um atita 

La microscopul! fotonic nucleolul apare'ca'o formaţiune .cüpiformá 
sau semilunară, constant excentrică, atașată învelișului nuclear, Feul- 
gen negativă. În imaginile 'electronice ale ultrasectiunilor, nucleolul apare 
cu o densitate superioară şi o structură granular-fibrilará.' ^^ - 

Componenta granulară a nucleolului este reprezentatá de subunitáti 
ribozomale sau particule ribonucloproteice precursoare. Nucleolonema este 
constituită indeosebi-din ADNr, ceea ce demonstrează rolul nucleolului 
in biosinteza ribozomilor. Toate cele patru gene ribozomale, localizate la 
nivelul regiunii orgănizatoare nucleolare au un caracter repetat, sînt 
dispuse în. tandem, în ordinea indicată în fig. 18 si formează două úni- 
táti de transcriere;; Genele: pentru moleculele: de ARNr de 18: S, 5,8 S si 
25'S formează o unitate de transcriere, fiind conitrascrise (de la stinga 
spre-dreapta) într-un ARNr-precursor format din circa 7 000 nucleotide 
şi cu'o^constantá de sedimentare de 35 S (pentru alte detalii vezi pag. 

60 si 61; | oe in m le agită 

” Indiferent. de gradul de ploidie al speciilor sau. tulpinilor, fiecare 
nucleu posedă un 'singur' nucleol. În timpul ciclului celular însuşirile . 
structurale ale nucleului se conservă sau se modifică foarte puţin, ceea ,, 
ce: constituie un indiciu'al funcţionării sale -continue cam 'la aceiași pa- b: 
ràmetri; 'O- dată cu diviziunea: nucleului, masa nucleolară este împărțită 
in mod egal între nucleele fiice rezultate. Continuitatea 'structural-func- 
tionalà a nuclelolului reprezintá.o altă însușire importantă a organizării - 
si dinamicii nucleare lă drojdii. — ^ —— | E 


1.10.5. FUSUL DE DIVIZIUNE INTRANUCLEAR 


= Persistenţa învelișului nuclear a determinat pe “specialiştii grupu- 
lui să considera iniţial că diviziunea celulară la drojdii este amitotică ; 
investigaţiile electrono-microscopice au infirmat. această opinie, demon- 
strînd cu claritate prezenţa în nucleul drojdiilor a unui fus mitotic tipic, 
implicat în segregarea cromatidelor (în mitoză) saü' a omologilor (in me- 
ioză) si trânslocarea -polară 'a celor două ‘seturi cromozomiale :omoloage. 
Organizarea si funcţionarea sa, similare (dar nu 'identice) 'cu cele ale 
fusului de la alte grupe de eucariote (Robinow şi Marak; 1966), sînt'con- 
trotate- şi coordonate 'de' structuri! specializate cunoscute “sub denumirea 
de plăcile” fusului (SP) (Moens și Rapport, 1971); corpi polari. ai fusului 
(SPB) (Aist si Willianis, 1972), sau „organite asociate nucleului (NAO) 
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(Girbardt si. Hadrich, 1975) ; au fost descrise pentru prima oară de Robinow 
si Marak (1966) care au utilizat termenul de pláci centriolare (CP), aban- 
donat ulterior datorită lipsei de similitüdini structurale cu centriolii. Í 
In :microfotografiile electronice ale-:ultrasecţiunilor SPB 'apare ca o 
formaţiune discoidalà plată. cu' densitate electronică mare, tripartità,.in- 
crustată în învelișul nuclear (de fapt localizată là nivelul ferestrelor nú- 
cleare, polare). de care se ancorează prin intermediul unei structuri; de: 
numită semipunte, care reprezintă o,dilerenţiere a unui sector al înveli- 
șului nuclear de pe o latură a ferestrelor polare. Acest sector proeminent 
al învelișului: care înconjură si-leagà SPB (semipuntea) are o densitate 
electronică .cu. mult. superioară comparativ cu, restul de înveliş nuclear 
delimitant. s. | , IMP bl 
;Nucleele celulelor neînmugurite din: culturile fazei staționare posedă 
o singură „placă fusorialà din. care emerg numeroşi microtubuli ce. se 
extind atit în nucleu cit si în citoplasmă si au o orientare perpendiculară 
în. raport cu, planul: plăcii. Ambele seturi de microtubuli au capetele lor. 
proximale încastrate în. straturile de densitate inferioară. existente de o 
parte şi de'alta a laminei centrale electron-dense a SPB-ului. Spre .sfir- 
şitul perioadei Gu; SPB se. replică; duplicarea SPB-ului reprezintă un 
eveniment de referinţă în ansamblul. de evenimente care conduc atit la 
realizarea mitozei cit si a: meiozei. Mecanismul de duplicare este în bună 
parte obscur.: Din datele. de: microscopie electronică. rezultă că debutul 
duplicării este marcat; de „apariţia: pe suprafaţa citoplasmaticàá a semi- 
punţii, o.formatiune sferică constituită dintr-un material amorf care ma-: 
nifestá o. mare afinitate faţă, de coloranţii practicati în microscopia :elec-. 
tronică (deci electrono-densă în. imaginile, ultrasecțiunilor),. denumit sa: 
telit.. Acest satelit. rămîne. în totalitate . în. afara: :nucleului;; ataşat feţei 
citoplasmatice a membranei externe a învelișului nuclear, nu posedă : 
microtubuli fusoriali si nici. placă externă. Într-o etapă secundă, care 
urmează la scurt timp de la apariţia structurii satelifere, se constată . 
deletia satelitului si edificarea. celui de. al doilea, SPB,- similar: primului 
(atiț în privinţa. dimensiunilor cit si a structurii sale), incastrat în: în- 
velişul nuclear, Numeroase observații realizate::pe -celule. aflate în pe- 
rioada de tranziţie de la starea. de:placă unică la;cea de placă: dublă nu 
au reuşit să lămurească: modul cum se -realizează această: tranziţie. Se 
presupune; că; este posibil ca: satelitul însuşi să fie transformat într-un 
SPB-fiu prin insertia.sa în -învelişul: nuclear. Nu este:exclusă nici::po-= 
sibilitatea ca cel de al doilea SPB să rezulte prin bipartiţia primului, | 
iar materialul din satelit să fie reciclat, fiind utilizat în formarea celor 
două SPB-uri.. $9. , pra ^b 
Notabilă este modalitatea aparent diferită de replicare a SPB-urilor 
de la Saccharomyces comparativ. cu cea;de la unele specii ale genului 
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Fig. 30. Reprezentarea 'schematică! a ciclului de viaţă” la drojdiile care inmugu- p 

‘resc; cu reliefarea schimbărilor care-au loc în organizarea nucleului in timpul 
ciclului. de. diviziune celulară si al conjugării: (după B. Byers, 1983). 


nentialà a fost coincidentá cu debutul.. (iniţierea). emergenţei -mugurale. 
şi. că SPB-urile rămîn. împerechiate. pînă ce‘ volumul mugurelui a ajuns 
la circa o. treime: din: cel al. celulei. parentale. În toată această perioadă: 
SPB-urile duplicate rămîn pe aceeaşi parte a nucleului, care corespunde 
cu cea de formare a mugurelui, ceea: ce;constituie o,dovadă: a. relaţiilor 
lor.spatiale..  . aa BED N EVI Cipro v : 
Cînd raportul, dintre celula parentală: și mugure a: atins o valoare 
critică, are loc separarea SPB-urilor, prin migrarea unuia spre : polul: 
opus al nucleului si. diferenţierea unui fusi: complet, fenomene. coinci- 
dente cu desávirsirea replicării: materialului genetic, deci cu încheierea 
perioadei:S$:: cpm TA Vo diu "a s ms 
Mecanismele care stau la baza deplasării polare a SPB-urilor sînt 
puţin înțelese. Mai plauzibilă pare ipoteza potrivit căreia deplasarea este 
“un. proces asociat, învelișului nuclear, indusă de expansiunea acestuia în 
timpul perioadei S (Peterson si Ris, 1976). Cele două procese, segregarea 
polară a SPB-urilor si edificarea fusului, sînt fenomene ce se desfăşoară 
foarte rapid, ceea; ce a împiedicat relevarea unor stadii intermediare in 
formarea. fusului, prin agregarea celor două: seturi: de microtubuli: 
Byers. şi. Goetsch (1975) au cercetat interdependenta funcţională din- 
tre: diversele. evenimente ale diviziunii celulare şi au ajuns la concluzia 
că SPB-urile au multiple implicaţii morfogenetice și prin acestea un rol 
integrator. al- proceselor-.ce definesc diferite etape ale ciclului celular. 
Rolul sáu: definitoriu, de: nimeni contestat, este în organizarea și func- 
tionarea fusului de diviziune... 7 , E wd 
Tusul intranucléar constă dintr-un fascicul de microtubuli atașați |, 
celor două: SPB-uri polare încastrate in învelișul nuclear. În perioada S, — 
lungimea fusului nuclear este, de regulă, similară cu a diametrului nu- 
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clear, al cărui profil este circular. În constituţia fusului sînt evidente 
două tipuri de microtubuli ; unii sint. continui, traversînd Spaţiul nu- 
| clear de la un SPB la celălalt și formează aşa-numitul fus central, în 
timp ce alţii, cu mult mai numerosi, sînt mai scurţi, fiind atașați numai 
| de unul din SPB-uri $i adesea diverge usor de la axa'definità de micro- 
/ tubulii continui. Fusul. central pare a fi compus; similar cu cel al dia- 
< tomeelor (McDonald si colab., 1979), din două seturi de microtubuli ; 
fiecare set este atașat numai de un pol al fusului. și este antiparalel în 
raport cu celălalt. Pare plauzibilă ipoteza că aceste seturi: microtubulare 
| Sint, de asemenea, antiparalele în privinţa orientării : moleculelor de tu- 
^ bulină ce intră în constituţia lor (B.'Byers, 1983). Biogeneza lor este 
controlată de SPB-ul de care se atașează. | 
Fusul periferic pare a fi format din microtubuli. kinetocorali, ata- 
sati, deci, cromozomilor la nivelul acestor structuri care intervin în po- 
M limerizarea și depolimerizarea lor, fenomene de care depinde segrega- 


— 


rea cromozomilor si migrarea lor polară. ; | T 

O dată edificată; lungimea fusului rămîne relativ. constantă--pînă 
cînd o parte din masa nucleară migrează în interiorul mugurelui in for- 
mare. Celulele posedă un mecanism de control care împiedică elongarea 
fusului pînă cînd replicarea ADN-ului nu este completă. Migrarea. nu- 
cleară nu este sincronizatà cu alungirea fusului ; într-o primá etapá fu- 
sul își modifică numai orientarea, poziţia sa fiind diagonală în raport 
cu axa mare a nucleului. Din aceste; observaţii rezultă clar că cel puţin 
fazele initiale ale. elongării nucleare nu.sint. mediate de fus,..care nu 
reușește:să se extindă spre extremitatea nucleului. Mai mult decit atit, 
această asincronie sugerează că lungimea fusului nu este determinată 
de migrarea SPB-urilor de-a lungul învelișului nuclear, | ` dim 

Intr-o etapă subsecventă;: care: urmează ‘la scurt kimp, se constată 
o alungire rapidă si pronunţată (de pînă la opt ori) a/fusului.si o nouă 
orientare a acestuia (paralelă «cu axa;mare.a nucleului) determinate de 


migrarea SPB-urilor la extremităţile nucleului. A 
S-a postulat că ansamblul SPB-microtubuli se poate mișca liber în 
raport cu cortexul celular pînă în momentul în care-realizează interactii 
stabile... " ; A 
-Elongarea: fusului are: la: bază mecanismele de polimerizare a mi- 
crotubulilor ce. intră in constituţia sa. SPB-urile şi kinetocórii coordo- 
nează aceste procese, jucind un rol de centri organizatori ai -microtubu- 

lilor (COM). | 5258 his 
 Hyams:şi: Borisy^aü reuşit să izoleze SPB-urile din celulele vegéta- 
tive de drojdii işi să demonstreze capacitatea acestora de a iniția asam- 
blarea microtubulilor in vitro. Autorii citati au raportat, de asemenea, că 
SPB-urila celulelor din culturile aflate în' faza exponențială! de creștere 
posedă un potential inferior de: nucleere, comparativ: cu cel din: celulele: 
fazei staţionare, Aceste diferente au fost interpretate cà o dovadă cá o 
parte din situsurile'de inițierea 'polimerizării microtuburilor sînt transfe- 
rate de la SPB-uri la cromozomi, pe măsură ce celulele progresează de la 

faza:stationarà spre. mitoză. Tm. 5 E es 
Mecanismul polimerizării microtuburilor rămîne însă in bună parte 
obscur; în explicarea acestui proces de un real interes sint unele aspecte 
morfologice ale microtuburilor, relevate de microscopia electronică. Micro- 
fotografiile electronice ale microtuburilor-fusoriali colorati negativ au de- 
monsirat.structura clar-polarizati-a acestora. Astfel, in: timp. ce; capătul 
distal.al mierotubulului; este. deschis, lumenul. sáu. comunicind: direct «cu 
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carioplasma, capătul proximal, adiacent SPB-ului, este o suprafaţă in- 
chisá, Deoarece.capátul închis ocupă locul in care a fost iniţiată poli- 
merizarea, formarea acestei suprafeţe închise poate fi pivotală pentru 
declanşarea creşterii polimerului (Byers, 1978). 

l În timpul anafazei, fusul central continuă să se alungească, lungi- 
mea microtubulilor săi nemodificîndu-se însă. Reconstituirea imaginilor 
din secţiuni seriale relevă că microtubulii din cadrul unui set sint strîns 


legaţi: de microtubulii celuilalt set;.asa încât se poate aprecia că elongarea . 


fusului are loc prin forţele de alunecare între microtubulii antiparaleli. 
Această glisare pare a fi mediată de structuri discrete -(probăbil macro- 
molecule) care au- fost uneori observate a interconexa mierotubulii adi- 
acenţi. . . i 

Paralel cu alungirea fusului central, are loc scurtarea progresivă a 
microtubulilor kinetocorali care se finalizează cu dezorganizarea lor to- 
tală la sfîrşitul anafazei. P^ Ms | : | 

Debutul telofazei.este marcat si de intreruperea.in zona mediană a 
fasciculului de. microtubuli centrali, ceea ce sugerează, separarea nucle- 
elor-fiice, fenomen care se-realizează în scurt timp şi desávirseste corio- 
chineza. n e 


În concluzie, se poate afirma că nucleele drojdiilor prezintă un plan 


de organizare şi, comportament functional similare cu ale altor grupe 
taxonomice de fungi și chiar cu unele alge. Persistenta învelișului: nu- 
clear si a nucleolului in timpul ciclului celular, dezvoltarea : unui fus 
intranuclear, prezenta unor SPB-uri incastrate in invelisul nuclear, ab- 


senta condensárii cromozomilor si a unei plăci metafazice tipice repre-_ 


zintă însuşiri definitorii, comune tuturor celulelor fungale. 


"1.41. CITOLOGIA CICLULUI DE VIAȚĂ . 


Heterogenitatea grupului de microorganisme cunoscut sub numele de 
drojdii face aproape imposibilă prezentarea unui ciclu de viaţă cadru care 
să corespundă tuturor. speciilor cunoscute, Majoritatea speciilor sînt 
caracterizate de fenomenul de sexualitate ; puţine sînt apogame. Primele 
au un Ciclu de viaţă mult mai complex în cadrul căruia se succed într-o 
anumită ordine programată genetic, dar influenţată puternic de conditiile 
de cultură, cicluri mitotice şi. meiotice. Rezultatul diviziunii meiotice este 
formarea a patru celule (ascospori) haploide ; imediat, sau dupá mai multe 
generaţii celulare, meioza este urmată de fenomenul de conjugare care 
restabileste starea diploidá și astfel posibilitatea unei noi diviziuni reduc- 
tionale. Așadar în ciclul de viaţă al drojdiilor cu potentialitate sexuală se 
succed cu regularitate cele două stări, haploidă şi diploidă (fig. 31). 

În funcţie. de momentul în care are loc meioza si modalitatea de reali- 
zare a conjusárii se disting patru tipuri fundamentale de cicluri vitale. 
Primul tip este reprezentat de numeroase specii ale genurilor Schizo- 
saccharomyces, Pichia, Debaryomyces etc., la care haplofaza predomină 
în ciclul vital, diplofaza fiind reprezentată doar prin zigot-care, avind 
funcţia de ascá, se divide reductional şi generează patru spori haploizi. La 
unele specii ale genurilor Hansenula şi Saccharomyces situaţia se inver- 
sează, diplofaza dominînd ciclul vital, haplofaza reducîndu-se considerabil. 
O situaţie intermediară este intilnità la Hansenula wingei, specie la care 
haplofaza si diplofaza au o dezvoltare relativ egală. Interesante nu numai 
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LES PAT 4-45: EX ES 


din punct de; vedere filogenetic, dar și citologic si genetic, sint speciile 
genului; Nadsonia la care s-a semnalat. o stare. dicariotică, care constituie 


așa-numita: dicariofază, intercalată între haplofazà şi -diplofază. Dicario- 


faza este consecinţa decalării în timp şi în. spaţiu a celor două procese 
fundamentale ale conjugării (ca de altfel ale oricărei gametogamii), plas- 
mogamia și cariogamia. ' a co M IM x1 A3. VN 
Printre drojdii există şi unele forme asporogene la care nu a fost încă 
observat un ciclu sexuat (fie că acesta nu a fost dobindit, fie. că-a fost 
pierdut, în procesul .evolutiv). Din această categorie fac parte genurile 
Candida, Torulopsis, Rhodotorula, la care este dezvoltată numai starea 
haploidă, deci sînt haplobionte, iar ciclul lor vital poate fi definit ca, mono- 
genetic haplofazic.. _ . spete: n e emos al Da A 
_“Carenţa datelor ca şi spațiul lucrării de față nu ne permit a realiza 
o prezentare exhaustivă a tuturor tipurilor de cicluri vitale întilnite la 
drojdii. În atare condiţii se vom limita în a detalia ciclul vital de.la..Sa- 
ccharomyces, pe care-l considerăm ca. definitoriu pentru drojdii în general, 
particularitátile ce caracterizează diversele genuri fiind. de mai, mică 
importanţă. | | 


... Bxistă o opinie unitară printre specialisti in sensul de'a considera că 
ciclul vital al drojdiilor in general, inclusiv cel al speciilor genului Saccha- 
romyces, poate fi secventializat în două faze, vegetativă si reproducátoare. 
Faza vegetativă este reprezentată de celule haploide sau diploide care se 
multiplică prin cicluri mitotice succesive .culturile parcurgind stadiul! de 
creştere exponențială si cel staționar. Faza, reproducătoare cuprinde con- 
jugarea celulelor vegetative haploide (sau a sporilor) de tipuri de împere- 
chere diferite (a şi +) (numai foarte rar apartinind aceluiași tip de împere- 
chere, a sau o), diviziunea reducțională şi formarea sporilor. .... 
O particularitate majoră a drojdiilor, ce prezintă un deosebit interes 
teoretic fundamental, este că aceeași celulă diploidă, în funcţie de factorii 
ecofiziologici. (condiţiile de cultură), se poate divide atit mitotic cit si 
meiotic., * Pm. Na DE | 
1.11.1. CICLUL MITOTIO 


Ciclul celular mitotie apare in celulele haploide MATa si MATa, in 
celulele diploide MATa/MATs, în zigoti şi spori puşi în condiţii de ger- 
minare pe medii nutritive bogate si în celulele aflate în faza staţionară 
care realizează. primul -lor ciclu după transferul pe un mediu proaspăt, 
In toate aceste tipuri celulare ciclul mitotic pare“a fi controlat si dirijat 
de acelaşi set de gene CDC-(Hartwell, 1978, Nurse 1985) ; în consecinţă 
fenotipurile ce definesc diferite etape secvențiale sînt asemănătoare. ^ 

Din cercetările de pînă acum rezultă însă cá sistemul mitotic este 
considerabil de divers printre drojdii ; o posibilă explicaţie a acestei diver- 
sităţi ar consta in originea lor, polifiletică, iar asemănările pot fi privite 
ca rezultatul unei evoluţii convergente. ^ . ^ .  . aooo 

După modul de realizare al citochinezei, drojdiile pot fi împărţite in 
două mari grupe : fisionabile şi care inmuguresc: lia H 

Ciclul.mitotic al drojdiilor fisionabile (de exemplu, Schizosaccharomuy- 
ces pombe) este tipic eucariotic, cu faze distincte G;,.S, Ga si M. În timpul 
mitozei se diferenţiază un aparat mitotic (un fus de diviziune intranuclear), 
iar cromozomii parcurg mai multe trepte de condensare, devenind vizibili 
la microscopul fotonic. Învelişul nuclear nu se dezorganizează. .Citochi- 
‘neza, ce urmează la scurt timp după cariochineză, se realizează prin sep- 
tare si fisiune mediană (fig. 32). . i 
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gli S, pombe:.: La speciile.care înmugu- 


Filed 5» Ga) œ 6 Ce. Cos), resc apar o' serie de particula- 


ritáti, esenţiale ` fiind ürmá- 
nN T (4; Cue) e (3. “toarele : persistenta învelişu- 


— lui. nuclear, dezvoltarea. unui 


fus i intranuclear, lipsa de. con- 
cdc2 cdc 2 ' decys densare à cromozomilor. si, in- 
bl..S. cerevisiae deosebi, un: mod - special" de 


citochineză, prin înmugurire. 

"(o (e je e [OO Dintre toate, definitoriu pentru 
vi am ia © O înmugurire este faptul că de- 
= „butul, citochinezei ' devansează 

cariochineza, desi desávirsirea 
ei are loc tot după. formarea 
Ar m ae nucleelor-fiice, ca şi la alte eu- 
cdc28  cdc23: TE * cariote, inclusiv la drojdiile fi- 
Fig. 32, Diagrama ciclului mitotic la drojdiile ~! sionabile. Aceasta presupune 
fisionabile (a) şi la „cele, care înmugurese (b) . Că mecanismele de control ale 


În partea superioară sint prezentate. meta-' inițierii: mitozei sint cel putin 


morfozele ce au loc in nücleu Si citoplasmă, parţial diferite la cele două ti- 
iar jos este figurat nucleul mărit cu indicarea puri de droj dii. 
comportării SPB-urilor, cromozomilor Si fu-: E J 


sului, Ságetile indică momentul în care Beza Constanţa cronologică a 

nele’ cdc2 Şi: cdc28 desávirsesc funcţiile lor. ‘succesiunii, evenimentelor. ce 

(P. Nurse, 1985). definesc. diferite. etape ale. ci- 

/clului demonstrează. existenţa 

unui control genetic strict, ale cărui: mecanisme. rămîn însă în bună parte 
obscure. | 


Principalele fenotipuri Soia ce definesc: diferitele perioade și faze 
ale ciclului mitotic. sînt următoarele : emergenta mugurală, duplicarea 
SPB-ului şi formarea fusului. intranuclear, cariochineza, citochineza si 
separarea celulei mugurale de celula-mamă, 

Ciclul. celular mitotic . „de. 
la drojdiile care înmuguresc, 
de asemenea, poate fi secven-, 
țializat în 'cele patru perioade 
— Gi. S, G, și M — comune 
tuturor. SN ES): superioare 


Fig. 33 Schema ciclului! mitotiz- la i 
S.. cerevisiae. cu indicarea.fenomene- . 
lor ce defines? si delimitează dife- 
ritele perioade — G, S, Ga si M: 

a —.SPB zippi b — : formarea sa- 
telitului SPB ; e — duplicarea SPB ; 

d — formarea pos de. chitină si 
a celui de microfilamente ; emer- 
genta muguralá ; i-em replicarea 
ADN-ului si ‘separarea’ "SPB-urilór ;: 
Î—>9:— migrarea! nucleului. în mu-. 
gure yah — .elongarea. fusului ;, i, — 
sfîrsitul diviziunii nucleare ; cs 
citochineza 'si separarea celulelor ' 

(după Pringle și Mor, 1975). 
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ET ES AAR ra robiei în / 
„Fig. 34. Structura SPB-urilor in cîteva etape de- 
finitorii ale cilului celular: 1 — stadiu de placă 
unică ; JI — stadiu de placă unică în curs de for- 
mare a! satelitului, care persistă, în: timpul conju: . 
^ gării; III. — stadiu 'de placă dublă între. care 
„fusul de diviziune este complet format, 


Pl4b.. 


Fig; 35. Schema ciclului meiotic la S,.cerevisiae : 
I — celulă cu un nucleu care confine un singur SPB ne- 


„duplicat cu microtubuli asociaţi ce radiază spre nucleoplasmá - 
(regiunea punctată reprezintă nucleolul); I] — SPB duplicat. 


„Și apariția corpului dens ; III — apariția elementelor .Simi- 


lare complexelor sinaptinemale in interiorul corpului dens ; 
„IV — dispariţia corpului dens si apariţia complexelor si- 


naptinemale în nucdeoplasmă ;. V — formarea unui fus in- 


tranuclear. al meiozei J ; dispariția: complexelor. sinapti- -. 
neinale si apariţia unui singur corp policomplex ; VI — dis- . 
paritia corpului policomplex ; VII — lărgirea stratului (plá- - 
cii) extern al: fiecărui SPB si dezorganizarea. fusului meio- 
zei I; VIII — duplicarea celor două SPB-uri ; IX — for-. 


marea a două fusuri intranucleare ale meiozei I1; X — cres- 


terea peretelui presporal în jurul fiecărui mugure nuclear, 


“fenomen iniţiat de placa externă a fiecărui SPB ; XI — pe- 


„retele: presporal se închide si separă (fragmentează) nucleul - 


“parental in, patru nuclee-fiice -haploide (nucleolul nu . este 


inconporat in .spori) ; XII. — inserţia, materialului parietal . 


„al sporului între membranele unitare ale peretelui prespo- 
„ral; sporii devin sferici şi se maturează (după Esposito şi 
' Klapholz, 1983). - : x; ; 
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(fig. 33, 34, 35). Primele trei perioade — Gi, S si Ga — aparţin inter- 
fazei (interchinezei), etapá care se extinde pe mai mult de 80% din du- 
rata ciclului celular; în care au loc intense procese metabolice (de sin- 
teză, inclusiv replicarea materialului genetic) ce au drept consecinţă pre- 
gătirea celulei pentru. a intra in perioada M (în diviziune). 


111.11. PERIOADA PRESINTETICA A ADN-ului (pre-DNA synhesis) (Gy) 


. Un nou ciclu celular debutează cu o: perioadă G; în careau loc pro- 
cese metabolice care vor directiona/sensul evoluţiei: celulare. Acum se 
decide dacă celula se va angaja sau nu în ciclul mitotic, in Ga fiind iden- 
tificat un prim control asupra ciclului celular şi anume controlului star- 
tului, Pe lîngă sinteza acestui factor de control şi a unei: game largi: de 
compuși chimici, perioada presintetică este definită și de duplicarea SPB- 
ului, Gradul de extindere al acestei perioade variază în funcţie de specie, 
tulpină si de condiţiile de cultură, în, special. de, calitatea. şi cantitatea 
nutrientilor ; G, este scurtă in celulele cu. creștere rapidă şi 'este extinsă 
la rate de creştere scăzută. ^. DT p SUUM E s 

Ordinea temporará a evenimentelor ce se desfășoară în perioada Gi 
este următoarea: in prima etapă a ciclului celular, ce coincide cu faza cea 
mai timpurie a perioadei G, celulele crescute în condiţii care favorizează 
fie fermentația fie un metabolism oxidativ sînt neinmugurite, nucleele 
“sînt clare (deci nu prezintă blocuri heteroeromatinice), lipsite de micro- 
tubuli intranucleari, iar SPB-ul încastrat în învelișul nuclear este unic, nu 
prezintă satelit şi nu are atașați microtubuli citoplasmatici. iapa DE 

In această etapă timpurie, premergătoare” emergentei mugurale, pe 
fata citosolicá.a membranei plasmatice de là nivelul colului unde se va 
'edifica mai târziu septul de diviziune, apare un inel fibros alcătuit din- 
ir-un monostrat de filamente circumferentiale de aproximativ 10 nm în 
diametru, dispuse ordonat, regulat-spatiate la o distanţă de 24 nm (Byers 
. si Goetsch, 1976). Inele cu structură si localizare comparabile'au fost ob- 
| servate şi la unele specii ale.genului Taphrina (de exemplu, T. polystichi, 
T. cerasi; T. faciliana) (Heath și Ashtom, 1982). Tot in aceastá etapá pri- 

mară a ciclului celular se constată depunerea strict localizată a chitinei 
"în regiunea peretelui celular de la nivelul gitului, unde formează o struc- 
"tură inelară. Acest inel-chitinos nu este localizat. exact la mijlocul gitului, 
ci undeva mai aproape de celula-mamă de care va rămîne. ataşat după 
citochineză şi: separarea celulelor. El marchează astfel. locul de inmugu- 
rire, de unde si numele său de cicatrice mugurală. Este acum aproape o 
certitudine 'că formarea inelului de chitină precede emergenta. mugurelui 
(Sloat si Pringle, 1978) ; mai putin clará este însă relaţia temporară dintre 
aceste evenimente şi edificarea inelului fibros. Pare verosimilă ipoteza 
„potrivit căreia formarea inelului de microfilamente este iniţiată înainte de 
emergenta mugurală sau chiar inaintea apariţiei inelului de chitină. Lipsa 
unor imagini concludente in acest :sens se :explică prin dificultatea de 
vizionare a filamentelor iniţiale în celulele neînmugurite. 


Semnificaţia funcţională a;celor două inele, fibros si chitinos, este 
puţin inteleasá ; se apreciază că inelul . fibros, poate împiedica fuziunea 
chitosomilor:cu porţiunea. citochinetică pînă: cînd: mugurele nu este pe 
`- deplin format. Analiza: electrono-microscopică -a:unor mutante in gene 
„esenţiale pentru citochinezá (cdc3, cdc10, cdc11; cdc12) a relevat absenţa 

inelului fibros ; de. aici concluzia, că această structură trebuie să joace un 
"rol pozitiv în citochineză (Byers. si Goetsh, 1976). | | 
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^:Mutantele. cdc24. sînt incapabile de a forma muguri, desi diviziunea 
nucleará.are loc. La aceste mutante chitina este depozitată pe toată supra- 
fata. peretelui celular. Se pare că gena CDC24 este esenţială atit pentru 
formarea inelelor de microfilamente şi de chitină cit si pentru emergenta 
muguralá. hire ad : M UR DAR dva thi ANEN: 
„Atât la drojdiile care: înmugurese. cît și la cele: fisionabile a fost 
identificat în G un control al. angajării în diviziune denumit start (Hart- 
well; 1978).:5 0960 ga cris ip ASTI AV Lia 
- Startul a fost definit ca cel mai precoce eveniment controlat genetic, 
ca punct (moment) important în cáre celulele se angajează în ciclul mito- 
tic. Celulele care n-au atins încă startul pot să conjuge, dar o dată ce au 
trecut peste acest punct critic: ele devin angajate în parcurgerea ciclului 
mitotic, iar conjugarea nu mai este posibilă. ^. pina nioo 
„Potrivit postulatulüi lui Hartwell, debutul unui nou ciclu mitotic la 
5. cerevisiae. necesită creșterea prealabilă a celulei-fiice^care s-a dovedit 
a fi de importanţă capitală ; numai după atingerea unei dimensiuni critice 
celula” poâte starta inmugurirea ei. Intervalul de timp necesar ca celulele- 
fiice să capete: dimensiunea critică este invers Proportional cu “mărimea 
lor în momentul separării, iar longevitatea generaţiei lor este substanţial 
crescută comparativ cu cea''a- celulei-mamă (Lieblova' si Beran, 1983). 
Deoarece intervalul (durata) de inmugurire al ciclului celular creste 
usor-in lungime 1a rate de crestere mici, este de presupus cá unele com- 
ponente sînt sintetizàté continuu, pe măsura desfásurárii ciclului celular, 
concluzie susținută si de observaţia cá blocajul complet al sintezei de pro- 
teine poate împiedica celulele să traverseze cele mai multe etape ale 
ciclului celular; Unele dintre aceste proteine sînt produși ai genelor CDC, 
sintetizate numai în anumite: etape ale ciclului celular ; sint, așadar, sta- 
diu-specifice. “Toate clasele: majore de ARN (ARNr, ARNt si ARNm con- 
ținînd o secvenţă -poly-A) sînt: sintetizate continuu, în rate cu creştere 
exponențială pe măsura avansării. ciclului celular şi. chiar în condiţiile 
blocării acestuia prin acţiunea feromonilor de împerechere. 
„+ Prin urmare, in celulele-fiice valoarea raportului suprafață celulară/ 
volum crește: gradat în cursul perioadei G ; cînd acesta este egal cu 1,0, 
celula este: definită ca. matură, atingînd dimensiunea critică care-i per- 
mite:sá se dividă. După maturizare rata creşterii scade brusc pentrü 15— 
30 minute, fenomen cerut, probabil, de conversia celulei-fiice în. celulă- 
mamă.! Această diminuare evidentă a ratei de creștere este corelată: cu 0 
scádere a ratei sintezei de ARN. TRATTE Horn tă 
Experimental! s-a:demonstràt. existenta' unor corelaţii directe în rata 
de creştere- specifică și volumul mediu celular ; la rata.de creştere scá- 
zută (indusă :de o serie de factori restrictivi) celulele-fiice pot atinge la 
separare numai circa o treime din volumul celulei-mamă: (Vrana, 1983). 
De asemenea, inhibarea. transcrierii (a producerii. de ARN-precursor) sau 
a prelucrării transcriptului primar cauzează. stoparea. celulelor. in peri- 
dada Gr. Aceste observaţii. demonstrează că ARN-ul este o' prerecuzită 
esenţială pentru debutul înmuguririi, actionind ca un factor; de control 
nu numai in declanșarea inmuguririi ci si in inițierea replicárii ADN-ului 
(Lieblova și Berân, 1983).  - avs 
După opinia'lui Nurse (1985) este foarte posibil ca cel puţin la S. cere- 
visiae si S. pombe; specii investigate de el, controlul startului;să aibă o 
bază moleculară similară, deoarece genele cdc28 din drojdiile care înmu- 
8uresc și cde2 din drojdiile fisionabile sint asemănătoare. Similitudinea 


ms 
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- structural-functionalá a acestor gene a fost dovedită experimental; gena 
cdc98 care a fost clonatá poate substitui gena mutantă (defectivă) cdc2. in 
S.pombe. Deoarece cele două specii. de drojdii au avut o evoluție conside- 
rabil divergentă, conservarea funcţiei cdc2/28 sugerează că o funcție simi- 
lară trebuie să fie prezentă în multe alte tipuri de organisme eucariote. 

. Nurse si Fautes (1980) au sugerat: cá anumite evenimente determina- 
tive si probabilistice apar la start, in timp ce Whals (1983) a propus pentru 
start un model de control al mărimii minime prin încorporarea. unui para- 
metru determinator de bază. Cercetările experimentale „privind. clonarea 
genelor de control au relevat că gena cdc28 codifică un transcript de: apro- 
ximativ 1 kb:ce contine un cadru deschis citirii („open reading frames“), 
care are o identitate de 21—259/, cu secvența proteinkinazei-A MP ‘ciclic 
dependentă. Aceasta a condus la concluzia cá gena'cdc28 codifică pentru:o 
proteinkinază. care ea însăşi este fosforilată. Gradul înalt de: similaritate 
al secventelor consens din cele două gene de control al startului. a sugerat 
că si gena cde codifică. tot o proteinkinază, fosforilată (Lorinez, şi Reed, 
1984). Descoperirea faptului că gena cdc2/28 codifică, probabil, o protein- 
kinază fosforilată:are o mare importanţă în înţelegerea bazei, moleculare a 
controlului ciclului celular. S-a. sugerat, că fosforilarea poate juca un rol 
cheie nu numai în controlul startului ci și a altor etape ale ciclului mitotic. 

O situaţie similară a. fost descrisă în celulele vertebratelor ; s-a de- 
monstrat că intrarea in mitoză a ouălor de Xenopus, în primele stadii de 
clivare, este dependentă de un factor care promovează maturarea („matu- 
ration promoting factor“) şi care s-a dovedit a fi tot o proteinkinază (Ger- 
hart, Wu, Kirschner, 1984). . . m». ena 
|». "Substraturile proteinkinazei codificată de genele cdc2/28: rămîn necu- 
noscute ; avînd în vedere caracterul lor dual, se apreciază că numai un 
grad limitat de procese vor fi necesare la granița dintre. perioadele, GS 


și G9/ M, care vor permite trecerea peste punctele de restricție. 

- "Umalt eveniment definitoriu pentru perioada G, este duplicarea SPB- 
ului implicat în organizarea fusului de diviziune intranuclear si a.edifi- 
ciului microtubular citoplasmatic care „dirijează translocarea. orientalà, 
strict localizată, a veziculelor exocitare purtătoare de! material parieta:.. 
Procesul de duplicare a SPB-ului a fost secvenţializat în mai multe etape. 
SPB-unice par a-forma-un-singur fascicul de microtubuli în timp ce cele 
duble, formează două. Cuantificarea structurilor microtubulare sugerează 
că duplicarea SPB-ului coincide cu segregarea echilibrată:a microtubulilor 
formaţi anterior de către SPB-unic. r 

„După Byers (1983), dublarea: masei : SPB-ului' constituie: evenimentul 
care desávirseste startul şi. determiná-.ca celula să se angajeze: pe calea 
diviziunii. O dată duplicat, SPB-ul. activează la rîndul sáu alte: programe 
genetice care vor conduce la replicarea ADN-ului, înmugurire, citochineză 
etc. SPB-ul este potential capabil să comunice cu suprafata celulară pentru 
a initia; formarea inelelor chitinos si de microfilamente, ca si emergenta 
mugurală, deoarece microtubulii radiază din SPB spre plasmalemá în 
această etapă a ciclului celular. SPB-ul poate, de asemenea, comunica cu 
cromozomii. spre a initia replicarea, deoarece el este conexat cu aceştia fie 
prin intermediul microtubulilor kinetocorali, fie printr-o. interacţiune 
directă a cromozomilor cu învelișul nuclear din zona.invecinatá. 

Transmiterea semnalului de la SPB: după duplicarea sa spre aceste 
structuri: celulare se poate realiza;fie printr-o duplicatie a numărului de 
microtubuli fie prin unele schimbări alosterice iii: polimerul microtubular: 
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Startul însuşi poate fi reglat atit prin controlul exercitat asupra: acu- 
mulárii subunitátilor SPB cit si prin controlul asupra asamblárii subuni- 
tátilor acumulate anterior. Cel mai simplu. model postulează că startul 
poate să apară cînd subunitățile limitante (critice) s-au acumulat pînă la un 
nivel. suficient pentru duplicarea masei. SPB, Pe baza acestui model pro- 
dusii genelor;CDC28, CDC36, CDC37, şi CDC39 pot îi subunitáti ale SPB- 
ului însuși sau proteine. care sînt necesare pentru asamblarea sa. Această 
idee este susținută de faptul că mutantele cdc28 și cde37 sint pleiotropice, 
prezentind unele anomalii ale cariogamiei din cursul conjugării (Duteher 
şi Hartwel 1982). Feromonii de imperechere pot opri celulele la start prin 
inhibarea, sintezei. de subunități limitante, sau prin blocarea asamblării 
subunitàtilor într-un SPB. Faptul că celuiele diploide sint de circa două 
ori mai mari comparativ cu cele haploide, la start, se, explică prin aceea că 
SPB-ul este, de asemenea, de aproape două ori mai mare în celulele diplo- 
ide decît în cele haploide; așa încît va fi necesară o acumulare dublă de 
proteine: pentru a asigura cantitatea necesară de subunități SPB-limi- 
tante. Această ipoteză este susținută și de faptul că celulele desávirsesc 
startul la dimensiuni diferite in medii nutritive diferite. Mai, mult decît 
atit, deoârece celulele pot să-şi modeleze dimensiunea la. start, imediat 
după transferul pe un nou mediu de cultură, cantitatea de subunități. SPB- 
limitante poate fi rapid modificată ca răspunsJacondițiile nutritive (Byers, 
1983). O dată cu. duplicarea SPB-ului Și sinteza factorului de start, prima 
perioadă a interfazei, G,, in care are loc. angajarea celulei in diviziune, 
poate fi considerată încheiată, celula intrind in cea de a. doua perioadă 


a ciclului celular, perioada sintetică. 
1.11.1.2. PERIOADA SINTETICA (S) 


“Este caracterizată de replicarea materialului genetic: (a-cromozomilor) 
ȘI emergerita mugurală ; se-extinde' pe o durată 'variabilă (45—150 min), 
în funcţie de. condiţiile de creştere. Debutul său este marcat de iniţierea 
replicárii: ADN-ului, iar sfirgsitul de desávirsirea acestui proces. Paralel 
cu replicarea $i la o ratá corespunzátoare pentru neutralizarea rapidă si 
eficientă a ADN-ului, sint sintetizate și proteinele histonice. Se apreciază 
că atît transcrierea cît si traducerea ARNm-ului pentru histone sînt pro- 
cese -care apar într-o manieră stadiu-specifică. Mai mult decît atit, de- 
oarece produsul genei CDC4 pare a nu fi in exces, există posibilitatea ca 
transcrierea sau translâţia stadiu specifice ale acestora, ca şi a altor produși 
cheie ai genelor CDO să joace:un rol important în controlul evenimentelor 
ciclului celular (Byers și Lawter, 1980)... 
A Transcrierea genelor structurale pentru alte tipuri de molecule pro- 
teinice ca şi a celor ribozomale continuă, dar la o rată mai scăzută com- 
Parativ cu perioada anterioară, ^ — "vu et Tired tüb oat; 

Foarte curînd porţiunea de. perete „celular. din dreptul SPB-ului de- 
vine mult mai plastică si elastică comparativ cu restul peretelui și, da- 
torită presiunii, citoplasma se curbează în afară, marcînd debutul emer- 
gentei mugurale, : Această: mică protuberantá suferă o tranziţie rapidă 
a formei, devenind aproape sferică ; continuă să rămînă conexată cu 
celula-mamá printr-un. git îngust dar suficient de larg pentru å permite 


migrarea ulterioară a unor organite. celulare si. chiar. a unei. părţi: din 
masa nucleului celulei parentale. In | 
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-Emergenta muguralà este dependentă de transportul strict orientat 
şi. localizat al unor compuși chimici sintetizati in diverse compartimente 
celulare, componente ale peretelui celular şi plasmalemei, ca si de trans- 
ferul de citosol şi organite din celula-mamă. in celula muguralá în “curs 
de formare. Masa citoplasmatică transferată în spaţiul mugural în'această 
etapă cuprinde inclusiv un subset de profile mitocondriale. "Uneori. se 
constată o amplă fuziune a tuturor sau a celei mai mari părţi: din orga- 
nitele mitocondriale, rezultind o rețea mitocondrială care se extinde din 
celula-mamă în celula muguralá.: "His i4 

Elementele citoscheletului sint neindoielnic implicate -în aceste pro- 
cese cu rezonanţă mortogenetică. Microtubulii care 'radiază din SPB-uri 
şi punte spre zona de înmugurire susţin o asemenea idee (Byers si 
Goetsch, '1974). Aceiasi microtubuli citoplasmatici par a: fi implicaţi, de 
asemenea, in elongarea fusului intranuclear ca și in motilitatea nucleară 
interfăzică si postmitoticá (Heath si colab., 1982) ; într-un: anumit “mod, 
ei trag şi împing nucleele cu o anumită forţă transmisă prin NAO. 

. Numeroase date susţin posibilitatea ca veziculele secretoare să poată 
fi puse în mișcare de-a lungul unui gradient electrochimic. Celulele droj- 
diilor pot răspunde sau pot genera gradiente chimice endogene ca mij- 
Joc de creştere localizată. În concordanţă cu acest punct de vedere, ran- 
domizarea secreției observată la mutantele cdc 24 sugerează că localiza- 
rea, dar nu și mișcarea veziculelor 'secretoare, poăte fi influenţată de 
un curent transcelular (Rine, 1985). um di rfe Ps PIN 
.. Jnvestigatiile electrono-microscopice au relevat acumularea de-a lun- 
gul fazei timpurii a ciclului mitotic, in aria in care se va produce emer- 
. genta mugurală a unui număr mare de vezicule de circa 60—80 nm in 
diametru ; vezicule similare au fost observate și în interiorul mugure- 
lui în formare, dar sînt total. absente. in. celulele: fazei staţionare. Se 
consideră că ele sînt vezicule: exocitare generate. de ;profile ale reticu- 
lului endoplasmic si. corpilor Golgi, care, transportă in lumenul lor. sub- 
stanfe chimice. diverse ce vor intra in constituţia peretelui mugural în 
“ expansiune. Pe aceeaşi cale sint vehiculate. şi unele. enzime (hidrolaze, 

esteraze etc.) care vor determina. remanieri ale legăturilor dintre diverși 
polimeri. parietali, permitind integrarea celor noi sintetizaţi. şi astfel ex- 
pansiunea -suprafeței mugurale, Cele implicate numai sau. preponderent 
în transportul. chitin-sintetazei au primit denumirea de chitozomi (Ruiz- 
Herrera şi colab., 1977). : ii hh] | 


- Veziculele 'secretoare transportate. trebuie. să. fuzioneze. selectiv cu 
membrana plasmatică a mugurelui în: formare. Recunoaşterea vezicule- 
lor. de către membrana plasmatică. poate fi realizată . prin intermediul 
receptorilor proteinici specifici sau prin interacțiunea cu un bistrat li- 
pidic cu o compoziție, unică (White şi Helenius, 1980). Se apreciază cá 
drojidiile reprezintă. sisteme experimentale ideale 'pentru studiile pri- 
vind mecanismul: molecular al localizării şi: diferenţierii suprafeţei ce- 
lulare. pen F i | l 

-Q perioadă de timp.s-a crezut cá.emergenta mugurală ca si initie- 
rea “sintezei ADN-ului sînt dependente (si. astfel necesar .subsecvente) 
de duplicarea SPB-ului, Acum este bine argumentat că atit. emergenta 
mugurală cit și iniţierea sintezei ADN-ului pot apărea in lipsa dupli- 
cării SPB-ului (proces blocat experimental): În mod normal, cronologic, 
duplicarea : SPB-ului precede! emergenţa mugurală si declanșarea sinte: 
zei ADN-ului. d 
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Unii investigatori ai ciclului celular al drojdiilor au găsit cá emer- 
genita. mugurală si iniţierea sintezei ADN-ului „Sint aproape coincidente 


(Hartwell,. 1974, Johnston. și colab., 1977), în timp ce alţii consideră că. 


emergenta. apare la mijlocul fazei S si se extinde de la o treime pină la 
0..doime din lungimea: ciclului celular, cele două procese fiind indepen- 
dente unul de: celălalt., Opiniile. divergente. par.sá reflecte „unele reale 
variaţii în „declanșarea. acestor.: evenimente, în funcţie de tulpină și de 
„condiţiile de creștere (Pringle, 1983). : PN oL da Ă f 
"O oarecare. confuzie rezultă. și din observaţia cà în esenţă. toate ce- 
lulele înmugurite dintr-o populaţie cu creștere exponențială se. pot di- 
vide în prezenţa hidroxiureei (Hartwell, 1976)., Avînd. in. vedere. că hi- 
droxiurea poate produce o inhibare “rapidă, si specifică a- sintezei 
ADN-ului ca şi faptul că desăvârşirea sintezei ADN-ului este o: prere- 
cuzită pentru diviziune, aceasta înseamnă că sinteza ADN-ului este. prac- 
tic încheiată la debutul emergentei mugurale. . l y aR 

. "Rezultanta firească a 'sintezelor. specifice 'și a. celor continuate. din 


faza anterioară pe parcursul. perioadei S este creșterea constantă a.su- - 


prafetei si volumului.celulei mugurale.. " d 

(s WERTE Sfirsitul perioadei, S, cronometrarea precisă este totuşi incertă, 
are loc separarea .SPB-urilor şi ‘diferențierea treptată între 'SPB-urile în 
curs de migrare, a fusului intranuclear. 


1:11.1.3,, PERIOADA. POSTSINTETICA  (Gj). 


Desávirsirea replicării ADN-ului nuclear marchează sfîrşitul perioa- 


dei S şi intrarea în ultima perioadă a interfazei' Gs, premergătoare mi- 
tozei.'Perioada Gs are'o lungime relativ constantă si este marcatà de 
o Serie de evenimente! citologice şi biochimice care au drept consecință 


Pregătirea celulei pentru a realiza distribuţia echilibrată a informaţiei. 


genetice și populare celulei mugurale:cu'un set'complet de organite. În 
translocarea organitélor ca $i a unei părți din nucleul interfazic în spa- 
tiul mugural, un rol important par a avea microtubulii' citoplasmatici, 
care în''această etapă devin tot mai abundenti. Formarea microtubulilor 
citoplasmatici. precede migrarea nucleară şi persistă și după migrare, 
ceea ce sugerează că într-un anumit fel ei trag si împing nucleele cu 
o forță transmisă: prin NAO. În timpul acestei translocări a unei părţi 
din masa: nucleară spre celula muguralà; SPB-urile stau paralel în ra- 
Port cu direcţia de migrație, adică paralel cu axa celulă-mamă-mugure. 
. "Sinteza unei' game largi de proteine ca si a “tuturor tipurilor de 
ARN: continuă: si 'se- realizează. la rate înalte pe tot parcursul perioadei 
Gz. Există: numeroase date experimentale ' furnizate de mutantele cdc 
care susțin. existența unui punct de: restricţie: si în'cadrul lui Gb, care 
va decide stoparea sau intrarea celulei in diviziune. După: trecerea si a 
acestui punct dle restricţie, celula este angajată în diviziune, parcurgind 
coerent toate-fazele perioadei mitotice. LETT ETG LESE DIE 


1.11.14, PERIOADA MITOTICA, 


Inglobează o multitudine 'de procese cumulative si convergente care 
conduc 1a: segregarea echilibrată a materialului genetic, la formarea a 
două -nuclee-fiice echivalente din punct de vedere morfologic si infor- 
mational. Ansamblul -de evenimente care conduc la cariochineză a fost 
secvenţializat,, similar :cu cel de, la „eucariotele superioare, în cinci. faze 
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(profazá, prometafazá, metafazá, anafazá şi telofazá); desi la drojdii, ca 
de altfel la majoritatea grupelor taxonomice de ciuperci, ele sint'cu mult 
mai slab exprimate. Definirea si delimitarea fazelor mitozei sint ingre- 
uiate îndeosebi de viteza mare cu care se derulează, de lipsa de struc- 
turalizare a: cromozomilor si de persistenta învelișului. nuclear ; la 'ecra- 
nizarea . fenomenului mai concură organizarea ‘aparatului mitotic ca şi 
modul particular de realizare a citochinezei. Perioada mitotică la drojdii, 
în general, reprezintă numai o mică fractie din ciclul-celular, spre exem- 
plu la S; pombe ea durează circa 5 min, ceea ce reprezintă. circa 0,05%, 
din timpul ciclului celular. ta A la | "uw xi 
Profaza. Este definită în speciàl de separarea si migrarea în pozitii dia- 
metral opuse a celor două SPB-uri si diferenţierea treptată a fusului 
intranuclear. Deşi se apreciază că învelișul nuclear '-ca şi formațiunile 
microtubulare conexe. joacă un rol important în această transpozitie, 
mecanismele moleculare ale realizării sale rămîn însă în bună parte ne- 
clare. Nu este exclusă posibilitatea ca migraţia nucleară inițiată în inter- 
faza târzie să continue şi să' se desăvirşească în profază.: Cromonemata 
rămîne cu aspectul interfazic ; starea relaxată a cromatinei pe tot par- 
cursul perioadei. mitotice este'explicatá si prin lipsa din constituția sa 
a proteinei histonice H1, implicată cel puţin in primele 'etape de con- 
densare (structuralizare). Comportamentul nücleolilor variază la diferiţi 
taxoni ; la marea majoritate însă persistă în toate fazele cariochinezei, 
ceea ce denotă că biogeneza ribozomilor este un proces continuu. În- 
velișul nuclear rămîne intact; ca urmare finele profazei şi debutul: pro- 
metafazei nu sînt marcate de evenimente de, graniţă clare (transante). 
Microtubulii citoplasmatici persistă in profază si sînt destul de clari si 
in metafază, sugerind cá biogeneza peretelui celulei, mugurale. continuă 
în'aceste faze ale mitozei. ^. P: ml „Multa E 
Prometafaza. Deoarece, se desfăşoară cu .0 viteză foarte mare, este 
foarte scurtă $i deci numai extrem de.rar a fost observată în prepara- 
tele microscopice. Se admite totuşi cá şi la drojdii în această “etapă 
cromozomii diferenţiază. kinetocorii prin, intermediul cărora se ataşează 
de capetele „plus“ ale microtubulilor fusoriali, nucleati de SPB-uri. Probe 
sugestive privind diferenţierea kinetocorilor la drojdii: au fost furnizate 
de cercetările. întreprinse de Peterson $i Ris (1976). Kinetocorii, ca situ- 
suri de atagare a. mierotubulilor. solitari, “suferă. cu puțin: înainte de 
metafazà un proces de. duplicare şi capătă, o orientare tipică bipolară, 
axul său longitudinal fiind perpendicular în raport cu axa pol-pol. Com- 
portarea ulterioară a „kinetocorilor este similară cu cea de la eucariotele 
superioare. Trebuie însă menţionat că există şi “cercetători care. contestă 
prezenţa kinetocorilor la drojdii. În acest caz microtubulii fusoriali par 


a interactiona cu un inel (o centură) de material electron-dens ce. încon- 
joară fusul in zona centrală.: Acest inel poate servi ca esafodaj de atașare 
a cromozomilor. Disjunctia în acest caz va rezulta mai degrabă prin 
separarea polară a celor două inele decit prin segregarea seturilor de 
cromozomi individuali. ow 8209 a 
Metafaza. În metafază SPB-urile sînt strict ordonate, faţă în fată, pa- 
ralele, în raport cu axa celulă-mamă —. celulă mugurală și localizate în 
zone specifice ale învelișului. nuclear, invaginate sub.forma a două pungi 
(buzunare). Fusul mitotic are acum o structură complexă, fiind, compus 
din două semifusuri interdigitate, fiecare constituit dintr-un număr va- 
riabil. (8 —»40) de microtubuli kinetocorali şi nekinetocorali cu'o orien- 
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tare divergentă, radiind din. SPB-uri: Lungimea . fusurilor metafazice 
(0,4—1,4 um) coincide în: mare măsură cu cele profazice. Uneori‘ se con- 
statá:o oarecare diminuare a lungimii:fusurilor metafazice, ceea ce à 
condus la concluzia cá edificarea fusului „necesită reducerea distanţei 
dintre: SPB-uri; Notabilà si interesantă, pentru înţelegerea mecanisme- 
lor. de translocare polară a. cromozomilor, este corelatia dintre numărul 
microtubulilor -kinetocorali si nekinetocorali „din fiecare semifus,. aspect 
semnalat și la alţi taxoni fungici. (de. exemplu, Taphrina fauliana, T. ca- 
lijornica) (Heath şi colab., 1982). Se apreciază că la drojdii numărul mi- 
crotubulilor kinetocorali coincide cu cel -al cromozomilor... Numai foarte 
rar (de exemplu, Lipomyces, Schizosaccharomyces) au fost observate co- 
nexiuni ale microtubulilor fusoriali cu mase cromatice 'cu o ordonare 
ecuatorială. De regulă fenotipul cromozomilor este cel interfazic, așa în- 
cit opiniile: exprimate de diverși cercetători privind comportamentul lor 
in metafază incorporează. multă incertitudine. La majoritatea drojdiilor, 
ca la multe! eucariote inferioare, nu.se formează o. placă metafazică ti- 
pică, perechile: de cromozomi fiind distribuiţi. pe toată lungimea fusului. 
Ca urmare, microtubulii kinetocorali variază „considerabil. în lungime. 

Lipsa discului metafazic este explicată de Heath (1978) prin aceea că sem- 
nalul segregării cromatidelor surori este elaborat: înainte ca migrárile 
prometafazice spre' planul ecuatorial al. nucleului să se fi terminat, si- 
tuatie pe deplin posibilă la organismele cu un sistem. mitotic foarte ra- 
pid; cum este si. cel -al drojdiilor. O astfel: de situație implică faptul că 
placa metafazică nu constituie o condiţie a diviziunii cariochinetice. - 


o acceleraţie de un milion de volti). Din analiza acestor imagini rezultà 
că cromátiria' este cantonatà într-o zonă largă din -partea centralá:a fu- 
sului 'la' care se termină o serie de microtubuli mai scurţi, laterali; care 
radiază din fiecare SPB. Peterson şi  Ris (1976). apreciază că există un 
număr! suficient (dar nu în exces)“ de microtubuli laterali pentru ca fie- 


tare) plauzibilă este că microtubulii laterali interconexează masele cro- 
matice cu SPB-urile, Picket; Heáps și Tippit (1978) au' demonstrat cá 
„așa-numitul fus central este: constituit din două seturi antiparalele: de 
microtubuli, fiecare atașat numai de un SPB. Pare posibil cà aceste. se- 
turi microtubulare sint, de asemenea, antiparalele în: privinţa orientării 
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tocarali prin depolimerizarea:la capetele plus. Reconstituirea imaginilor 
din.sectiuni;seriale relevá.cá fiecare microtubul dintr-un set. este strîns 
legat de un microtubul din: celălalt set, asa incit.se:poate presupune. cá 
elongarea:fusului -are loc: şi- prin: forțele de alunecare între microtubulii 
antiparaleli. S-a postulat ;că alunecarea este mediată de: structuri” dis- 
crete (probabil macromolecule) care au: fost uneori! observate: a inter- 
conexa microtubulii: adiacenţi:. (Melntosch, 1974).. Lungimea: fusului ana- 
fazic variază între 1,4 $i 1,8 um. Deşi: sint greu de urmărit in imaginile 
electrono-microscopice, se apreciază cà microtubulii ;nekinetocorali (in- 
terzonali): formează: douá..semifusuri interdigitate, fapt susținut side 
numárul:lor dublu în zona ecuátorialá. Microtubulii. kinetecorali sint 
mult mai scurţi: (0;15-—0,8:um) si mai numerosi decit cei. nekinetocoralt. 

„Mişcarea: cromozomilor. spre: poli: este intim. legată: de dinâmica:mi- 
crotubulilor - kinetocorali: Observaţii: recente (Koshland si colab., 1988) 
sugerează că. dinamica schimbărilor; microtubulilor kinetocorali apare la . 
kinetocor ; în timpul metafazei sînt adăugate noi subunități la capetale 
plus; ale-microtubulilor kinetocorali, iar în anafazá sînt pierdute subuni- 
tăţi, in principal, de la: același: capăt..: Așadar, mişcarea: anafazică a: cro- 
mozomilor. este realizată si reglată de depolimerizarea microtubulilor 
'Kinetocorali la nivelul kinetocorului. Rezultatele unor cercetări in vitro 
cu complexe formate din. segmente microtubulare Si kinetocor (Kosh- 
land si colab., 1988)..au demonstrat. cá. depolimerizarea: microtubulilor 
. kinetocorali este necesară si suficientă pentru a induce mişcarea: cromo- 
zomilor spre capătul minus al microtubulilor, ataşat SPB-ului. Depoli- 
merizarea este insotità.si de eliberarea de energie necesară translocării 
polare a cromozomilor.;.ca urmare, pentru. mișcarea, cromozomilor, spre 
capătul minus al, microtubulilor kinetocorali se pare că nu este necesară 
o 'sursă suplimentară de nucleotide trifosfat (GTP sau ATP). | 

În. anafază „şi telofază persistă încă cîţiva. (3—6). microtubuli cito: 
plasmatici: care se extind ;de la fiecare, SPB, spre fiecare pol, avînd un 
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traseu paralel sau „uşor divergent cu axa jce traversează longitudinal ce- 
lula-mamă si, celula; mugurală. Învelișul nuclear, nucleolul şi cromatina 
nu suferă modificări decelabile, la microscopul fotonic sau electronic.. La 
S. pombe, în anafazá.nucleolul se deplasează în zona centrală a nucleu- 
lui halteriform si pare a. fi traversat de firele fusului de diviziune. În 
telofazà materialul .nuclear se :dispersează de-a lungul. fusului si este 
distribuit în mod echilibrat in nucleele-fiice.care se vor forma în curînd 
prin strangularea mediană a nucleului celulei parentale. . : rA 


.. Telofaza. Desăvîrsirea translocárii polare a seturilor omoloage de cro- 
mozomi marchează. sfirşitul. anafazei şi începutul telofazei., La unele 
specii. au fost observate agregate. polare de, cromatină., Fusul telofazic 
atinge: maximum. de lungime: (—3,6 um), avînd însă ostructură mult 
simplificată, fiind format, numai din. cîțiva microtubuli nonkinetocorali 
care, desi nu pot fi urmăriţi cu certitudine, se pare cá.se extind de la 
un pol la altul, traversînd joncţiunea dintre celula-mamă $i mugure. 
Din fiecare SPB mai radiază încă 2—3 microtubuli citoplasmatici. 'In- 
velişul. nuclear, intact de-a lungul mitozei, este foarte posibil să sufere 
o contracție mediană, la sfirsitul telofazei, rezultind două nuclee 'echiva- 
lente din: punct de vedere morfologic si genetic. Se desávirseste astfel 
cafhachineza. în tenis * MR 

*." Citochineza cuprinde un ansamblu de fenomene care conduc la di- 
ferenţierea septului.ce separă: celula-mamă de celula mugurală. În :ge- 
neral,.septarea se desfăşoară în mod asemănător la.drojdiile. care: înmu- 
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guresc Si cele fisionabile. La Saccharomyces procesul este iniţiat încă 
de la inceputul interfazei (G,) cînd se diferenţiază cele două inele, dis 
bros.si.chitinos care indică. topografia viitorului sept. Septul are o:dez- 
voltare centripetalà la; toate drojdiile ; edificarea sa coincide cu,realiza- 
rea citochinezei (pentru. detalii vezi pag. 28). . 

La drojdiile fisionabile, (de exemplu, S. pombe) citochineza este 
marcată de formărea a două plăci celulare (septuri) separate de o. masă 
plasmatică care se, „pierde în momentul. separării. celulelor-fiice. 

.. Celula muguralá rezultatà rámine o perioadá ataşată celulei-mamá ; 
amprenta ; lăsată, de peretele celulei-mamă prin desprinderea . sa. poartă 
numele de cicatrice mugurală. După numărul cicatricelor mugurale se 
poate determina. virsta celulelor dintr-o .populaţie de drojdii. Se pare 
că ponderea . celulelor. de diferite virste, este relativ constantă în. cadrul 
Ls populaţii Si. anume : 50% fără cicatrice, 250/ cu O: Angură cicatrice, 

12,50% cu două etc. 

Celulele de Schizosaecharomyces. octosporus rámin in contact una 
cu alta.de-a lungul cîtorva- generaţii, prin: intermediul unor punti ale 
peretelui... celular: localizate . la capetele. cicatricelor de fisiune., Aceste 
punti pot fi consecinţa. unei edificári incomplete a peretelui primar. în 
timpul. citochinezei. Prin: cultura speciei in mediu lichid agitat se. obțin 
numai. celule. izolate ; aceasta demonstrează că agitarea. mecanicá Tupe 
interconexiunile celulare (Ashton și Moens, 1982). 


. Un. ciclu, celular la. drojdii : durează între 6 şi 9 ore, în inel de 
specie, vîrsta celulei, de condiţiile: de cultură (compoziţia mediului, DH, 
temperatură , eleg. Celula- mamă, de regulă mai mare, are un ictu ce- 
lular subsecvent mai. scurt decit celula- fiică. 


“Subsecvent citochinezei atit celula-mamă cit şi celula Mri 
cresc ; deoarece celula-fiicá este mai mică, ea trebuie să crească mai 
mult. și deci: staţionează -o perioadă mai lungă în Gi. Dependența lungi- 
mii ciclului, celular de rata de; creştere: sugerează că- unele componente 
stadiu- specifice nu Sint prezente în exces si de aceea rata lor de acu- 
mulare poate fi: rata de; limitare în condiţiile : unei creşteri lente; mai 
mult decît atit, volumul la care celulele realizează startul nu este con- 
Stant -ci variază în funcţie de rata: de creştere si de vîrsta celulei. La 
rate de.crestere mai lente celulele iniţiază muguri la volume mai mici 
comparativ, cu celulele: cu rate rapide de creştere. Volumul celulei-mamá 
la emergenfa . mugurală variază. cu. vîrsta sa generalogică, crescînd cu 
aproximativ 200%% cu. fiecare generaţie celulară ; “(Lorincz şi Reed S. 
1984), Celulele răspund,: aşadar, într-o manieră proprie Și coordonată. în 
raport cu factorii morfologici ; cele mai mari variaţii se constată în lun- 
gimea. perioadei . presintetice. Tei celelalte etape fiind, in general, mult 
mai puţin afectate de. variațiile - condiţiilor de culturá. De aici concluzia 
că majoritatea factorilor, genetici si | Spiaepenai, controlează aceeași i 
a ciclului celular și anume startul. 

. Celulele. care. s-au oprit.la, sau înaintea startului ca răspuns la: ca- 
renta. unor factori ecofiziologici (de exemplu, o anumità sursá nutritivà) 
Se gásesc într-o fază ontogenetică distinctă, faza staţionară, Ag OBGR cu 
faza Gy din ciclul vital al eucariotelor superioare. 


În condiţii propice, celulele ies din faza staţionară, Pai i d un 
hou'ciclu: mitotic sau chiar meiotie dacă sint diploide. Uneori : celulele 


pot urma un al treilea eee i în ciclul de: ane si anume” CSU al con- 
jugárii. 


BA C 


Ux: LH | CONIUGAREA T 


Conjugarea e zi aţă o formă! petita k das reproducere sexuată 
prezentă la toate'drojdiile, ca si ia alti taxoni micotici. 


Celulele de drojdii sintetizează și secretă în mediul de. culturá fero- 
moni, În funcţie de teromonul “produs ele aparţin la două tipuri de 
împerechere, MATu si MATa. Cind celulele cu creștere activă, aparti- 
nînd la cele două tipuri de împerechere, sînt cultivate împreună pe ace- 
"laşi: mediu de cultură, sub influenţa tipului opus de feromon, suferă 
conjugarea. Recepţia feromonilor | tipului opus induce. modificări mor- 
fologice ` şi fiziologice evidente. Un prim răspuns îl constituie sincroni- 
zarea ciclurilor celulare înainte de conjugare; fiecare feromon , opreşte 
celulele tipului opus de împerechere la start, deci in "nm inainte de ini- 
 tierea sintezei ADN-ului, duplicárii SPB- ului și emergentei mugurale. 
O altă consecinţă o constituie modificarea compoziţiei chimice si impli- 
cit a structurii peretelui celular îndeosebi datorită acumulării pe supra- 
fata lor a unor factori peptidici complementari (aglutinine), ceea-ce va 
facilita contactul intim . (aglutinarea) al celulelor ce aparţin la tipuri 
opuse de împerechere. Flocularea apare în absența diviziunii! celulare -și 
numai în anumite condiţii de: mediu; ea implică formarea unor: punti 
de: către ionii divalenti (de regulă de. caleiu) 4 ce leagă grupele aminice 
de la suprafaţa celulară (Stewart, 1981). ` 


La S. pombe, 'floculaţia, o' prerecuzità ' 'a copulatiei, apare- după‘ spo- 
rularë: În culturile de laborator copulatia este inițiată prin aeratia cul- 
turilor fazei staționare după creşterea logaritmică anaerobă (Calleja si 
colab. 1981). Întrucît celulele-fiice de'S. octosporus rămîn în contact una 
cu cealaltă după citochinezà,:copulatia: între acestea nuj necesită ''feno- 
mene de floculare si aglutinare. Ca urmare celulele-surori. pot forma 
cupluri. de conjugare. Împerecherile între celulele: cu 'ancestori comuni 
reprezintă intre:85-—9509/,:din totalul cuplurilor. Posibilităţile alierna- 
tive de împerechere sint următoarele.: între; celule libere, între :două 
“perechi! de celule surori apartinind aceleiaşi. generaţii, între generaţii: al- 
ternative (Ashton si Moens, 1982). În oricare cultură cu creştere logarit- 
“mică de S. octoporus pe mediu agarizat pot fi observate toate fazele mi- 
tozei conjugării, sporulării şi a germinării sporilor. 5 

Metamorfozele citologice succesive aglutinárii sint in: 'general simi- 
lare la diferitele. specii de drojdii conjugative. În' faza iniţială “a con- 
jugării pereţii. celulari din zonele de contact'se evaginează și formează 
două protuberante de conjugare, iar la scurt: timp sint dizolvati. 'Sub- 
secvent are loc fuziunea - plasmalemelor, ceea ce asigurá continuitatea 
citoplasmelor celulelor angajate în conjugare: (citogamia) Si inaugurează 
formarea zigotului; În acest stadiu“ timpuriu al conjugárii? cordonul ci- 
toplasmatic interconexant - este mult mai: subţire: comparativ cu'cel din 
etapa finală, iar nucleele sînt încă la o distanţă considerabilă (3—5 wm). 
investigaţiile electrono-microscopice au relevat: cá in aceastá etapá pri- 
mară erau prezente în. citoplasma adiacentă „protuberanţelor numeroase 
vezicule si cisterne ca si un număr variabil de microtubuli cu. o strictă 
„orientare, neasociati cu nuclee. 
| Curind după liza, peretelui celular nucleele. comigrează spre:.canalul 
de conjugare, iar o parte din masa sa pătrunde în istm; înainte ca-acesta: 
să se lărgească suficient ; ca urmare nucleele capătă o formă particu- 
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lară, de lacrimă (devin: piriforme). În imediata vecinătate a: apexului 
acestei protuberanţe nucleare se află SPB-ul, localizat într-o adinciturà 
(„buzunar“) „a învelișului nuclear; La S. octoporus, SPB-ul pare a fi se- 
parat de, învelișul nuclear de o zonă electron-luminoasă de circa 0,03 um 
și este asociat cu un fascicol:de.3—4 microtubuli. în plus, fiecare-nu- 
cleu mai posedă: cîte un: fascicul: de microtubuli care se extinde de-a 
lungul său 'şi pătrunde în interiorul istmului. Acest fascicol, așadar, nu 
este asociat cu SPB-ul (Ashton și Moens, 1982). TU: 
|.  Pe'másurá ce distanţa dintre cele două nuclee devine tot mai seurtá, 
fasciculele microtubulare fuzionează: într-unul singur, Axa longitudinală 
a unui SPB este acum paralelă cu axa similară a fasciculului microtu- 
bular unic, în. timp 'ce poziţia celui de al doilea SPB este perpendiculară 
in raport cu. primul. Invelisul nuclear din fata SPB-ului se extinde de-a 
lungul. fasciculului microtubular, formînd un lob piriform.- 
"Asociaţiile dintre învelișul nuclear si fasciculul microtubular par a 
fi de:douá;tipuri; de regulă fasciculul microtubului se extinde de:a 
lungul: învelișului nuclear, cu care se găseşte în stare de contiguitate ; 
uneori au fost observate și conexiuni directe între microtubuli şi ex- 
pansiuni pedunculiforme'ale învelișului nuclear. Zonele din învelișul 
nuclear, care interacționează cu fasciculul de microtubuli sau: cu micro- 
tubulii individuali prezintă o densitate electronică superioară compara- 
tiv cu restul învelișului nuclear, ceea ce demonstrează concentrarea în 
aceste portiuni a unor molecule cu rol în acest sens. Aceste asociaţii sint, 
neîndoielnic, implicate în migrațiile nucleare în interiorul istmului de 
conjugare, in coalinierea corectă a SPB-urilor, fenomene care preced si 
fac. posibilă: -cariogamia.. Fenomenele nu sînt întrutotul “particulare ; o 
situaţie:similară a “fost semnalată de Heath şi colab. (1981) la unele specii 
de.Taphrina la care microtubulii: citoplasmatici se extind de la puntile 
SPB: în, timpul preconjugării si al mișcării nucleare premitotice. 
Deoarece expansiunea istmului de conjugare se realizează de regulă 
lent. frecvent nucleele contactează și fuzionează înainte ca acesta să 
fi atins dimensiunea finală. Deoarece nici unul dintre cele două nuclee 
nu poate trece complet prin canalul astfel format, fuziunea lor .(cario- 
gamia) are loc în cadrul acestuia. un PEEL d Dieu tt 
© Cariogamia poate începe sau nu. cu fuziunea SPB-urilor. SPB-urile 
Par a contacta mai întîi prin capetele lor, rezultind o. configuraţie in 
formă de V, Fuziunea finală pare a fi un proces de suprapunere, deoa- 
rece grosimea SPB-urilor din celulele haploide este. inferioară (0,05— 
0.06 (um) celor din celulele diploide (0,07—0,09 um), în timp ce lăţimea 
și lungimea acestora sînt relativ uniforme. (0,174-0,02 şi respectiv 
0,172+0,04 um) 'pentru S. octosporus (Ashton si Moens; 1982). Această 
idee este susținută și de analiza comparativă a SPB-urilor din celulele 
diploide și tetraploide ; şi de astă dată se constată o creștere evidentă 
(dublare) a masei SPB-urilor din celule cu grad superior de. ploidie. 
. La S.cerevisiae fuziunea celor două SPB-uri conduce. la formarea 
unei plăci unice, curbată, care conservă satelitul. Noul, SPB este totdea- 
una localizat în zona, de emergenţă a viitorului mugure diploid. SPB-ul 
nucleului, zigotic.de S. octosporus. pare a fi ataşat in unghi drept la: în- 
velișul nuclear şi compus dintr-o serie de plăci paralele ; dimensiunile 
Sale sint următoarele: 0,17-+0,02 X 0,174+0,04 x 0,08-1-0,02 um (Ashton 
şi Moens, 1982). La scurt timp are loc fuziunea invelisurilor nucleare din 
vecinătatea SPB-urilor şi formarea. in interiorul istmului: a unui nucleu 
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elongat. Comportamentul nucleolilor in timpul cariogamiei nu este elu- 
cidat ; pare plauzibilă ipoteza. potrivit căreia nucleolii migrează: din po- 
zitia distală în cea proximală în raport.cu SPB-ul, înainte ca cele două 
nuclee să contacteze. Această nouă localizare va: permite o: rapidă mi- 
xare a celor.doi nucleoli după fuziunea invelisurilor nucleare. Rezultă 
un Singur nucleol voluminos, cu. structura difuză granular-fibrilară ce 
ocupă de la 1/4 la 1/3 din spaţiul nuclear. Ulterior, prin segregarea ne- 
uniformă a componentelor sale structurale, nucleolul: capătă: formă: de 
sac, cu aparatură orientată spre SPB. La unele specii de 'drojdii a fost 
observată o structură fibrilară ce conexează masa nucleolará cu învelișul 
nuclear adiacent SPB-ului. ` | Y | 


gratia preconjugativă cit si în cea postconjugativá. Mai, mult- decit. atit; 
fasciculele microtubulare par a fi instrumentul ; care determină o; ali- 
niere corectă a perechilor de nuclee conjugative, astfel încît contactul 
lor să se realizeze în aria SPB-urilor. Ashton si Moens, (1982). au suge- 
rat cá SPB-ul la S.octosporus, similar celui de la S. cerevisiae (Byers 
si Goetsch, 1975), manifestă, o interdependentà funcţională cu alte pro- 
cese celulare, Prezenţa ADN-ului demonstrată prin colorare cu mitra- 
miciná pledeazá pentru un rol reglator in această interdependenţă. . 

,  Interventia învelișului nuclear în. migraţia nucleară premitotică : şi 
preconjugativă este susţinută de numeroase date experimentale ; ea pre- 
zintă însă unele particularităţi la drojdiile. fisionabile faţă. de. cele. care 


bo a": 
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regiunii SPB-ului. Mişcarea fasciculului microtubular, care .poate fi re- 
zultatul polimerizării si depolimerizării, poate fi mediată de interactiu- 
nea microtubulilor individuali cu fasciculul, dintre care ; unii actioneazá 
ca structuri de ancorare pentru nucleu. Nu este exclusă nici posibilitatea 
ca unele, citomembrane (de. exemplu, membranele . învelișului mitocon- 
drial, plasmalema etc.) să servească ca puncte. de .ancorare temporară 
pentru fasciculul de microtubuli. EM x 
“În timpul migraţiei: postconjugative,: kidcleoll păstrează Wes co- 
nexiunea, cu SPB-ul. Robinow (1981).relevă, la rîndul sáu, aceastá.co- 
nexiune care, după. opinia. sa, se realizează prin intermediul cromozo- 
mului organizator. nucleolar (CON). Poziţia, nucleolului se. modifică în 
timpul migraţiei nucleare ; se constată o trecere gradată de la. Orientanpa 
perpendiculará. la cea paralelă î in raport cu SPB- ul. 
Zigotul rezultat în urma cito- și cariogamiei, in funcţie de originea 
sa şi de condițiile ecofiziologice. (de cultură), poate urma un ciclu mitotic 
sau meiotic. Dacă ciclul este mitotic, imediat 'după formarea SPB-ului 
de conjugare, are loc, duplicarea: acestuia, replicarea, ADN-ului şi aproape 
‘simultan este iniţiată o „emergenţă mugurală.. Primul : mugure. generat 
de zigot apare în mod obișnuit, în zona, mediană a istmului. Această lo-. 
calizare pàre a fi dependentă de poziţia SPB-ului duplicat. Numeroase 
date experimentale au relevat influenţa SPB- ului in: stabilirea. topogra- 
fiei emergentei mugurale... 


Unele drojdii, fisionabile (de EVEN: S.pombe) rámin in stare M 
ploidă pînă cînd sint transferate pe un. mediu de sporulare. Zigotul re- 


zultat în urma conjugării, urmează intotdeauna un ciclu meiotic. care va 
conduce la formarea, axei sporilor haploizi., 

‘Tulpinile de. drojdii ; industri ale. sint. adesea  poliploide. sau chiar 
„aneploide ; ca urmare hu. posedă, un anumit tip de împerechere si aùn 
grad scăzut de sporulare, iar sporii au:o viabilitate redusă, ceea ce in- 
greuiazá; considerabil analizele . genetice ale acestor tulpini.. 


Utilizarea. drojdiilor poliploide în industrie nu 'este însă elucidată ; 
avînd. o'structurá genicá multiplă, poliploizii sint genetic mai stabili și 
mai puţin: susceptibili la in S mutationale decit tulpinile n: gi. 2n. | 


3.11.3. MEIDRA ȘI DEZVOLTAREA SPORILOR 
“134. CONSIDERAȚII, GENERALE. 
Drojdiile: s-au dovedit a fi sisteme experimentale, oportune si pen- 


truc studiul meiozei: și al sporulării pe baza: următoarelor considerente A 


Eu ng aparat genetic eucariotic care poate fü relativ uşor manipu- 
lat biochimie ; 


— mejoza "poate. fi indusă, "Sümulaià: si stopatá in -diferitele sale 
etape prin. varietatea condiţiilor de cultură ; 


— permit “izolarea unor mutante erred îi în formarea. de produşi 
meiotici finali. ca: şi în schimbul. si disjunctia. cromozomilor ; 

¿=m Oferă probe inedite, deosebit de utile, pentru ' 'analiza interactiu- 
nii dintre funcţiile. genelor, implicate in. recombinarea meioticá si mito- 
„tică, transformare . genetică, interconversia tipului; de împerechere etc. 

Ca urmare, multe din cunoştinţele actuale referitoare la cinetica ci- 
clului meiotic și al mecanismelor de: realizare! a controlului: genetic şi 
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biochimic la eucariote 'au-^fost furnizate de investigaţiile ‘realizate pe 
drojdii. jm M Toe i FA | r 

„+: Studiile privind sporulatia la' drojdii au avut un caracter complex, 
citologic, biochimic si'genetic. O amploare! deosebită au atins-o' cerce- 
tările de genetică care au urmărit identificarea genelor indispensabile 
sporulatiei, a etapelor in care acestea - își exercită funcţiile, elucidarea 
mecanismelor care controlează expresia genelor, discriminarea evenimen- 
telor unice si necesare de cele comüne si facultative ete. Fiecare domeniu 
de :investigare a beneficiat de: metode şi. tehnici adecvate ; în "general: 
dar 'în special pentru cercetările: genetice, dar unreal folos s-a dovedit 
a fj utilizarea unor tulpini mutante în gene ce controlează diferite etape 
ale 'sporulaţiei. Fără: a .nega progresele realizale trebuie ' menţionat că 
există încă aspecte, predominant citologice. neintelese.sau numai lacu- 
nar explicate. Din .datele disponibile în prezent rezultă cá ciclul meiotic 
la: drojdii: prezintă multiple similitudini cu cel-de la alti taxoni fungici 
ca şi de la alte: grupe 'taxonomice de eucariote vegetale si animale, 

Meioza şi formarea sporilor la drojdii sînt, de regulă, declanşate de 
condiţiile subnutritive.: Celulele diploide ca si cele cu grade superioare 
de ploidie in care există ambele tipuri de împerechere (MATa/ MAT«) 
transferate pe ur mediu de sporulatie părăsesc calea dezvoltării. vege- 
tative: (ciclul mitotic) si pásesc pe o cale nouă; cea a diviziunii reduc- 
ționale, ce se finalizează cu formarea de ascospori. : 

Așadar, pentru inițierea: ciclului ce conduce! la sporulare se cer a 
îi. îndeplinite unele condiţii şi anume : celulele, in general, trebuie! să 
conţină ambele alele ale tipului de împerechere (MATa si MAT), me- 
diul de cultură să nu conţină o sursă de azot, far sursa de cürbon să fie 
nefermentabilă (de exemplu, acetatul, glicerolul) (Roman si Sands, 1953 ; 
Dawes, 1975 ; Fast, 1978). În aceste condiţii toate celulele care se aflau 
in diverse stadij ale ciclului mitotic inițiat pe mediu de creștere își com- 
pletează ciclul după care se angajează pe; calea diviziunii reductionale. 
Temperatura, poate stimula sau, din contră, inhiba fenomenul. de :sporu- 
latie, Pentru S. cerevisiae temperatura optimă de sporulare este-de 30°C; 
producerea. de asce. se reduce.cind temperatura mediului de cultură de- 
páseste 35°C sau scade sub 25°C (Esposito si Esposito, 1969). 

Miller si colab. (1964) au demonstrat cá atit glucoza cît si azotul 
represează sporulatià si că producţia maximă de spori se obţine în pre- 
zenfa acetatului. Carbonul din acetat este utilizat în sinteza macromo- 
leculelor în tot timpul sporulatiei ; caranta de acetat determină o re- 
ducere a numărului de ascospori per. ască (Fast,..1979).. Faptul că o in- 
cubare pentru a scurta perioada (3—7 ore) în prezenţa: acetatului,. urmată 
de un transfer al culturii în apă distilată, induce sporularea demonstrează 
că sursa exogenă de acetat nu este neapărat necesară în toate etapele 
ciclului de sporulatie, Inhibarea sporulatiei de cátre glucozá a fost in- 
terpretată' ca datorindu-se reprimárii enzimelor ciclului TCA necesare 
pentru utilizarea acetatului. Efectul se poate datora, la fel de bine, in- 
hibitiei enzimelor carbohidratilor de rezervă; care se acumulează in timpul 
sporulatiei: (Miyake si'colab., 1971, Frenkel; 1982). Pe lingă glucoză, ni- 
velul ridicat al altor :glucide (de ' exemplu, fructoza, maltoza, manoza, 
zaharoza etc); ca si al COs, inhibă, de asemenea, sporulatia. 
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sporulaţia, Piñon (1977). a :demonstrat că inhibitia sporogenezei : este 
maximă cînd: NH} se adaugă în .perioada.S premeioticá sau în timpul 
profazei 1; dar este nulă cînd NH* este adăugat RIAA angajarea. celu- 
lelor. în formarea sporilor... .. 

Mecanismul de. represie a sporulatiei $ A azot E putin cu- 
noscut, după opinia lui Pinon. (1977); el pare a fi sub un control genetic 
complex, „Același autor: sugerează cá inhibarea sporulatiei. se. datorează 
mai degrabă prezenţei ionilor. de NH4t. decit.a unor. RAREȘ, în care au 
fost- incorporati. T 

Abilitatea 'celulelor de a se supune meiozei een ee proporţională 
cu consumul, de. oxigen (802) după transferul pe. mediu de sporulatie si 
invers, proporţională cu. cantitatea de glucoză din mediul de cultură. 
Croens (1967) a sugerat că absenţa azotului cuplată cu incubarea într-o 
sursă săracă de carbon declanșează meioza prin dereglarea ciclului glio- 
xilatului care nu reuşeşte să producă o cantitate "suficientă de: amino- 
acizi pentru sinteza normală de proteine. S-a postulat, de: asemenea, că 
această carentá ar stimula proteoliza care la rîndul său ar declanşa alte 
evenimente cerute de sporulatie: Faptul cà aditia de glioxilat | creste ni- 
velul sporulatiei constituie un argument în sprijinul acestei idei. Tre- 
buie “menţionat faptul că glioxilatul. promovează si. diviziunea mitoticá 
in mediul de sporulare, „Probabil avînd drept rezultat creșterea propor- 
tiei celülelor capabile: să intre în meiozá din Ga. ~ 

"Exigentele exprimate . de celule sporogene faţă de factorii mezolo- 
gici relevá importanta rezervelor nutritionale si a capacităţii, respiratorii 
pentru: inducerea. formării sporilor. Prin manipularea unor parametrii ai 
mediului ambiant există posibilitatea 'de a induce 'ascospor ogen?za nor- 
mală chiar și in tulpini apomictice (Bilinski și Miller, 1984). 


Capacitatea „de sporulare depinde. şi de conţinutul de ARN, si. pro- 
teine ` a] celulelor: De regulă, pe măsūră ce celulele se apropie de faza 
staționară, capacitatea de sporulatie scade ; declinul. poate . fi datorat tur- 
noverului macromoleculelor, rata sa fiind maximă în faza staţionară. 


Producţia de asce. depinde, de asemenea, de densitatea celulelor ; 
1 X 10/— 1 x 108 celule/ml. reprezintă o densitate optimă pentru SRO, 
rulatia. tulpinii de S.cerevisiae. (Esposito si: Klapholz, 1983). 


| Datorită. multitudinii. factorilor: externi si interni care inițerferează 
cu meioza, sporulatia nu a :putut fi sincronizată. Mai mult decît atit, în 
condiţii de cultură optimale 10—150% din celle r nu se vor transforma in. 
asce.. 


- Sporulárea: este: inițiată, de: regulă, după circa 10 ore de: la expune- 
rea pe: mediul de sporulatie si'atinge cote maxime după ‘36—48 ore. 
La 'unele tulpini. (de exemplu, SKi) de S. cerevisiae a fost semnalată 
cea: mai rapidă sporulatie, după: numai două ore, iar valorile maxime 
au fost înregistrate după 24 ore (Kâne si Roth, 1974). | 


Cele mái multe date furnizate de cercetările privind sporogeneza la 
drojdii 'au.relevat că atit tulpinile heterotalice cit și cele hemotalice in- 
tră jn meiozá din opace G, a ciclului mitotic celular (Hartwell, 1974; 

Shilo: şi colab., 1978). La scurt timp după transferul celulelor. pe mediu 
de sporulare,. proporţia celulelor neinmugurite. se apropie de 1009, ; 4 ce- 
lulele inmugurite care contin o ascá si un mugure fără nucleu au fost 
observate numai foarte rar, ceea ce demonstrează că celulele, indiferent 
de stadiul ciclului mitotic în care se află în momentul . transferului lor 
pe mediu de sporulatie, isi completează mitoza înainte: de'a se angaja 
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în ciclul meiotic (Esposito si Esposito, 1974). Celulele-mamá fiind mai 
mari sporulează mai rapid şi intr-un procent superior față de celule mu- 
E un ON BRAN ndr Daf PRE PERS pier, DID DT dr a M 
Angajarea celulelor in sporulatie este. marcată de substitutia: proce- 
selor normale de dezvoltare cu cele care conduc la formarea ascosporilor. 
După Simchen si colab., 1972, această etapă de tranziţie poate RED 
fializatá in. trei perioade. Prima denumită. pregátitoare („readiness EM 
cépe la circa 3 ore de la transferul pe mediul de sporulare sr se MR el 
după 7 ore. Dacă in acest interval de timp celulele se retrans KE. E 
mediul'de creştere, ciclul sporogenetic este abandonat, celuléle parcurginc 
un “ciclu mitotic normal. Așadar în această etapă au loc unele procese 
pregătitoare dar care nu reușesc să angajeze celulele inversibil pe calea 
"haploidizárii şi a formării de spori. Cea de a doua etapă à fost denu- 
mită de preangajare, caracterizată de o eficienţă diminuată a platingului 
„pe mediul de creştere. Procesele din această etapă nu mai permit celu- 
“lelor să se reîntoarcă la creşterea vegetativă. În a treia etapă denumită 
de angajare propriu-zisă, celulele formează asce chiar dacă sînt transte- 
„rate pe un mediu de creştere optimal, Se pare că această angajare irever- 
„sibilă în sporulatie apare după replicarea premeiotică a ADN-ului. şi ini- 
țierea recombinárilor genetice, fenomene ce se desfăşoară concomitent cu 
separarea SPB-urilor. Acest. ultim eveniment, sugerează că separarea 
SPB-urilor este un alt fenomen strîns asociat cu dezvoltarea fusului ce 
poate fi implicat în fixarea ireversibilă a modelului diviziunii. celulare. 
© Din datele de pînă acum rezultă. că angajarea celulelor pe calea 
meiozei este un eveniment cu determinare complexă, multifactorial și plu- 
rietapial, implicînd dezvoltarea. unei. stări adecvate: în care: preconditiile 
necesare, dar nu si suficiente pentru depăşirea graniţelor, sînt satisfăcute, 
urmată de funcţionarea uneia sau mai multor gene reversibile direct impli- 
„cate în depășirea graniţelor si, in final, un ‘eveniment ireversibil care 


obligă celula să desávirseascá sporogeneza. 


141.32. CINETICA CICLULUI MEIOTIC 


„ Transferul celulelor de'pe mediul de creştere pe cel de sporulàre con- 
duce, de.regulă, la completarea ciclului mitotic şi oprirea acestora in peri- 
oada: G,, probabil în faza de start înainte, de a se angaja în programul 
„melotic,. —. tr | 
| O intrebare la care nu s-a dat un ráspuns definitiv este si dacá meioza 
„este necesar.sá. pornească din pozitia start a. programului mitotic (ca ȘI 

în cazul conjugării) sau, celulele pot initia meioza si din alte momente. 
Un răspuns la-'această întrebare a :fost dat de rezultatele: investigaţiilor 
efectuate pe unele mutante; cdc-tenmosensibile. Regula este. ca celulele 
„să iniţieze meioza din. poziţia start ; prezenţa. în: culturile. de.tip sălbatic 
a;unor asce normale, mature, care au atagati muguri mici, anucleati; de- 
monstrează;că meioza poate îi declanșată si: dupá'emergenta mugurală in 
ciclul mitotic. ! rà. eco bom: tome ds 
7. Evenimentele ciclului meiotic nu sînt în totalitate particulare ; multe 
„Sînt similare sau chiar identice cu cele din ciclu mitotic. Mai mult decit 

atit, aproape toate genele cunoscute ca fiind implicate: în controlul eve- 
nimentelor nucleare: din timpul mitozei (de exemplu, duplicarea şi! segre- 
‘garea SPB-urilor, replicarea ADN-ului, segregarea: cromozomilor) s-au 
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dovedit a fi esenţiale şi! 'pentru meioza. :De aici concluzia - că programul 
meiotic’ a ‘fost dobindit ! în den vi geli prin ov ser d a) 


mitotic. 

Ciclul meiotic se :ihdividualizeazà totuși de cel mitotic prin reducerea 
numărului de cromozomi $i recombinárile genetice la care se mai poate 
adáuga modalitatea inedită: de realizare a citochinezei. 


nuin 3 3. ASPECTE CITOLOGICE 


Din cercetările de microscopie: totonică si electronică coroborate cu 
cele de genetică, extinse asupra unui mare număr de specii: si tulpini 
normale si mutante, 'rezultá că setul de evenimente citologice cà si crono- 
logia derulárii lor caracteristice ciclului meiotic la eucariotele superioare 
se regăsesc în programul. diviziunii reductionale gu drojdiilor. Asadar si 
ciclul. meiotic normal al drojdiilor cuprinde O succesiune de două divi- 
ziuni, dintre care prima este reductionalà, iar cea, de a doua ecvationalà, 
precedate de! o interfazà denumită premeiotică, care se finalizează. cu for- 
marea: a: 4 ascospori. haploizi. 

‘Interfaza premeioticá. Nu se diferenţiază de interfaza mitotică ; am- 
bele sînt definite de același set, de evenimente cu o desfășurare $i crono- 
logie similare, . | 

Pe acest ibd general dé asemănări se grefează însă inele particula- 
rităţi, Astfel in. contrast, cu speciile de drojdii care înmuguresc (de exem- 
plu, S. cer evisiae) care, intră in meiozá din diplofaza vegetativă, drojdiile 
fisionabile (de exemplu. S. pombe) rămîn în, starea haploidă pînă cînd sînt 
transferate. pe mediul, de sporulatie. La aceste specii replicarea preme- 
iotică a ADN-ului este precedată de conjugare (Egel și Egel, 1974). Ca $i 
la alte, ciuperci (de. exemplu, Neottiella, Coprinus) cariogamia este oprită 
pînă în momentul în care replicarea premeioticá a, ADN a fost realizată 
în cea mai mare parte. 


Asa după cum. s-a menţionat; anterior, celulele de drojdii intră în me- 
ioză din perioada G} -a ciclului celular. Dacă pe mediul de sporulare sint 
transferate celule din. culturi aflate în faza logaritmică de. creştere, acestea 
isi desávirsesc diviziunea şi numai după aceea se angajează pe calea divi- 
ziunii reductionale. Întrucît în astfel de condiţii rata de creştere a mugu- 
relui este în bună parte represată, celula-fiică rezultată din mugure: este 
de regulă mult mai mică comparativ, cu celula parentală. Prezenţa acestor 
celule mai mici “determină asincronizarea sporulaţiei prin. defazarea mo- 
mentului de intrare, în meioză. Mai mult decît atit, aceste, celule mici, 
adesea, nu reușesc să desávirseascá sporularea, (Haber, Halvorson, 1972). 


Investigatiile electrono-microscopice au; relevat cá celulele premeio- 
tice (considerate a se afla în perioadele G, sau G») posedă un singur SPB 
neduplicat. Ca si in interfaza mitotică „duplicarea SPB- ului are loc in peri-- 
oada următoare (S), desfágsurindu-se în paralel cu replicarea. premeioticá 
a ADN-ului. Atit. duplicarea SPB- -urilor cit si replicarea ADN-ului nu 
"includ aspecte distinctive de procesele. similare „din interfaza- mitotică. 
Poate singura particularitate constă în aceea că SPB-urile duplicate rámin 
atasate ünul de celálalt o perioadá mult mai lungă, separarea lor in vede- 
rea organizárii fusului intranuclear realizindu-se dupá un stadiu repausal 
prelungit. Prezenta unui singur SPP echivalează cu perioada G, mitotică, 
iar declansarea replicárii ADN-ului ŞI duplicării SPB- ului” e an- 


gajarea celulei LN calea diviziunii meiotice. 


193 


 Determinárile cantitative au relevat cá rezervele de dezoxiribonucle- 
otide scad in primele 12 ore.ale sporulatiei, ceea ce a condus la concluzia 
că replicarea premeiotică utilizează precursori derivati în primul rînd din 
turnowerul extensiv al ARN-ului din timpul sporulatiei. isi sah 
uo Lungimea fazei S a fost estimată la 654-12 min, aproximativ de două 
ori mai lungă decît în celulele vegetative. Cercetările autoradiografice. au 
demonstrat însă o mare similitudine atit în privinta márimii repliconului 
(84 kb) cit și al vitezei de migrare a furcii in mitoza si meioza de la S. cere- 
visiae. Diferenta de lungime se datoreazá, dupá Williamson si colab. (1980), 
esalonárii initierii replicárii ADN-ului in diferiţi repliconi în. cazul inter- 
fazei premeiotice. .. = SIRET 10 ea i / 
„Sinteza premeioticá de ADN este; cerută de meioză si formarea ,spo- 
rilor; ea s-a dovedit necesară, de asemenea, pentru realizarea recombi- 
nărilor genetice intracromozomiale. Spre ;deosebire de mitoză, unde sin- 
teza ADN-ului este dependentă de duplicatia, si separarea, SPB-urilor, in 
meioză cele două procese sînt independente. * xig nort 
“Ca şi alte evenimente ale ciclului celular meiotic:si mitotic, replicatia 
ADN-ului se află sub un strict control genetic ; replicatia ADN-ului in 
mitoză si meioză este reglată însă de gene diferite. Astfel, gena CDC7 este 
necesară pentru replicatia mitoticá dar nu si pentru cea meiotică, desi ea - 
pare necesará pentru recombinarea geneticá din meiozà (Schild si Byers, 
1978). Din contră, gena SPOT este necesară pentru replicatia meiotică dar 
nu Si pentru cea mitoticá. Deoarece mutanta 'spo? manifestă o activitate | 
antimutaţională in mitoză, alela tipului său, sălbatic funcţionează clar în 
timpul creșterii vegetative, probabil în sinteza. reparativă a ADN-ului. 
Aceste date relevă complexitatea interrelăţiilor dintre mitoză si meioză si 
combat încercările: de supersimplificare;a specificitátii funcţiilor acestor 
gene (fig. 36). raa > iat iom se s, eni ce Millen d ie (d 
. Lungimea âcestei' perioade (S) coincide cu timpul necesar replicárii 
premeiotice a ADN-ului si al unor recombinări genetice intracromozomiale . 
(marea lor majoritate fiind conversii) (Horesh si colab., 1979). | EU 
Inhibitia replicàárii premeiotice a ADN-ului’ cu hidroxiuree sau cu 
“temperaturi ridicate, in cazul mutantelor termosensibile cdc2 si cdc8, per- 
mite:duplicarea. SPB-ului dar nu si recombinarea genetică si dezvoltarea 
ulterioará'a fusului. În contrast, o inhibitie similară a replicării ADN-ului 
în celulele vegetative permite dezvoltarea completă a fusului mitotic, dar 
nu si alungirea sa. .. x GST S SIM Vie i MS 
"Uneori celulele pot intra în meioză direct din faza de creştere vege- 
tativă fără să revină la “starea de SPB-unic. Această comportare, parti- 
culară a fost dovedită de cercetările electrono-microscopice care au eviden- 
tiat prezența; sporadică, a unor meiocite care poartă un mugure foarte 
mic, anucleat, care nu este complet separat de celula parentalà. EUN 
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O dată angajate pe calea diviziunii reductionale, meiocitele suferă : 
două diviziuni succesive: (meioza I si II) care: se vor: finaliza: cu. formarea 
a patru ascospori haploizi. În funcție de etapa. ciclului meiotic pe. care 
o parcurg celulele dintr-o cultură: sporogenă de drojdii, pot fi clasificate 
in: uninucleate, care parcurg prima diviziune nucleară; binucleate, 
aflate în curs de realizare a celei de a doua diviziuni nucleare ; „tetranu- 
cleate,. 7 
„Una din vertens 35 majore ale meiozei la: drojdii constă . din 
faptul că segregarea cromatinei are loc fără diviziunea nucleului paren- 
tal. De.abia spre sfirșitul celei de a doua diviziuni meiotice cele patru 
seturi cromozomiale. vor fi izolate: prin înmugurirea. învelișului nuclear 
şi diferenţierea în jurul fiecărui: lob nuclear. a. unui perete presporal. 
Remarcabilă este, de asemenea, lipsa condensării cromozomiale: :care 
îngreuiază, considerabil studiul citologic al meiozei. 

... Meioza I.. Prezintă un interes particular deoarece în 'cadrul audst di- 

viziuni au loc reducerea „(înjumătăţirea) numărului de cromozomi si re- 
combinările genetice intra- (prin crossing-over şi conversie). si intercro- 
mozomiale, de unde Si denumirile. de diviziune, ye pică sau reduc- 
tionalà. | 


Meioza.I.a fost praem se ca si Werde si meioza I in cinci faze : 
- profazá, prometafază, metafază, anafază si telofază, fiecare însă - “înglo- 
bează unele particularităţi care împreună concură la, realizarea fenome- 
nelor definitorii pentru meioză. 


‘Pr ofaza I se: individualizează, de profaza viis printr- -0 serie. dus 
însuşiri: esenţiale, fiind durata mult mai-mare si realizarea: în cadrul:său 
a împerecherii cromozomilor, omologi, şi-a recombinărilor genstice intra- 
cromozomiale. Deoarece la cromozomii drojdiilor i in general nu (sau numai 
foarte puţin), se condensează stadiile profazei I (leptoten, zigoten, pachi- 
ten, diploten.si.diachinezá), la unele specii de drojdii sint mai greu de 
delimitat, Toate stadiile profazei I. au fost, satisfăcător rezolutionate la 
'S. cerevisiae.. 


| Leptotenul, rămîne stadiul cel mai. controversat atit în privinţa limi- 
telor sale cit si al proceselor, pe. care le înglobează. Mulţi cercetători con- 
siderá cá in acest stadiu.se constată o maximá relaxare a cromozomilor, 
care.apar in imaginile, electronice ca filamente foarte subtiri, torsionate, 
izolate, definite ca.  elemente laterale, neige qnas ale viitorului com- 
plex: sinatinemal:; 


. Cu mult mai bine, exprimat, este zigotenul ; numeroase dată de mi- 
croscopie. fotonică si electronică au confirmat fenomenul de sinapsie me- 
diat de diferentierea complexului sinaptinemal (CS) ce s-a dovedit a avea 
o; desfășurare; tipică eucariotelor în general. Întrucît cromozomii indi- 
viduali . condensati - n-au putut fi:evidentiati încă la microscopul fotonic 
și. nici la: cel electronic, cunoștințele actuale. referitoare la mecanismele 
formării: bivalenţilor au: fost furnizate de cercetările focusate asupra mor- 
. fogenezei-C S... Analiza imaginilor de microscopie fotonică și electronică a 
relevat că mult înaintea diferentierii CS se observă în nucleu o structură 
sferică, cromofilá denumită „corpul dens“. El este vizibil. înainte de faza 
S. premeiotică în strînsă conexiune cu nucleolul si constituie: un. prim 
indiciu citologic al sporulației. ' i 


La scurt timp în corpul dens se SNC structuri asemănătoare. cu 
elementele centrale ale 'CS. Cind CS devin evidente in nucleoplasmá, 
corpul: dens dispare sau se condensează foarte mult, fiind lipsit de struc- 
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turi similare elementelor centrale. După -Horesh și colab. (1979) elementele 
centrale ale CS sint formate în corpul dens: :şi apoi transfer ate Sia 
care urmează a: se imperechea. 

Asadar, debutul zigotenului este marcat de apariţia unui SC scurt, 
alături de care: coexistă: elemente laterale, neimperecheate, de lungimi 
variabile. 

Incheierea . sinapsisului ri eu ata ă sfîrşitul zigotenului si Masti 
pachitenului. Apariţia unor CS lungi ca si dispariţia! elementelor: laterale 
neimperecheabile sint dovezi ale stadiului de pachiten. Evidenţierea clară 
a CS a permis nu numai înţelegerea modului de împerechere a omologilor 
dar a oferit totodată un: mijloc pentru vizualizarea complementülui. cro- 
mozomial la drojdii; Byers: şi Goetsch (1975) pe baza’ analizelor compar ate 
a sectiunilor seriate prin muclee pachitenice' de S. cerevisiae au "reușit să 
reconstituie traseul fiecărui. bivalent si să stabilească“ cariótipul acestei 
specii. Observațiile lor citologice corespund informaţiilor: genetice curente, 
pledind pentru existenţa a 17. grupe de linkage (fig. 37). Intregul comple- 
ment cromozomial măsoară circa 30 um in. lungime. 


-Ün pachiten CS este complet edificat, apărînd în imaginile electronice 
ale ultrasectiunilor cu o structură tripartită : două elemente laterale elec- 
tron-dense, separate de o pă mai luminoasă (ee nierii central) de circa 
100 nm în diametru.. 


Ca și la alte eucariote; CS mediază împer echerea omologilor, ceea. ce 
constituie cu Siguranţă o preconditie pentru realizarea ` recombinărilor 
genetice. Experiențele realizate cu unele tulpini mutante de S. cerevisiae 
pledează pentru o asemenea ideee. Astfel, homozigotii. diploizi pentru gena 
cdc7,. incubaţi la temperatură restrictivă, realizează replicarea ADN-ului 
dar nu Pu d ignia 3 a diferentia CS-si recombinarea genetică, Ca ur- 

| "mare, concluzia unei! relaţii cauzale 
între aceste două procese pare 
logică. 
Rezultatele unor cercetări re- 
cente (Alberts; 1988) sugerează cá 
de fapt CS este implicat numai in 
conjugarea cromozomilor, respon- 
.sabili pentru recombinárile gene- 
tice' intracromozomiale fiind mo- 
. duli de recombinare (NR) (Byers 
si Goetsch, 1975). NR apar sub 
„forma unor. corpi .discoidali de 
circa 90 mm in diametru, electron- 
. -densi ordonati de-a lungul CS: în 
 regiunea sa centrală. NR sint con- 
".siderati a fi complexe enzimatice 
implicate. direct în: recombinárile 
genetice intracromozomiale. Func- 
tia lor este. susținută în primul 


Fig. 37. Reconstituirea segmentelor com- rînd de'stricta corespondenţă între 


plexului sinaptinemal prin reprezentarea ©“ 

bivalentilor din nucleul diploid de S. cere- numărul și topografia N R cu cele 
visiae. Liniile continue reprezintă ele- ale evenimentelor de crossing-over, 
mentele laterale, iar cele întrerupte pe ` chiar s şi atunci. cînd distribuţia 
cele centrale. Cifrele indică numărul de 


bivalenti (după Byers si Goetsch, :1975). crossing- overelor. este . „modificată 


prin perturhări genetice; “Poziţia NR coincide cu situsurile cu maximum 
de radioactivitate în cazul utilizării. timidinei $H. Faptul: cá mutantele 
asinaptice sînt lipsite de NR si nu realizează fenomene de recombinare 
genetică constituie o altă dovadă a implicării acestor structuri în recom- 
binările genetice intracromozomiale. NR la drojdii au o distribuţie neregu- 
lată de-a lungul SC, la distante. de.circa.0,4 yum, ceea ce corespunde cu 
frecvenţa. posibilă, a crossing-overelor / ~ 70. crossing-overe/ 30 um SC. 

„Dovezi, citologice ale recombinărilor genetice sînt și sciziunile mono- 
catenare: evidenţiate în. moleculele de ADN., Au fost observate 770—200 
rupturi unicatenare per celulă: meiotică, ceea ce corespunde cu numărul 
de recombinări (circa 150/meiocită) (Jacobson si colab., 1975)..De mentio- 
nat însă că analiza citogenetică a unor, tulpini de drojdii cu mare, capa- 
citate de sporulare n-a.permis evidenţierea acestor crestături in macro- 
moleculele de ADN, ceea ce a fost explicat. ca datorindu-se reparării:lor 
foarte rapide. Pe baza fenotipului cdc40, Kassir şi colab. (1980) au ajuns 
la concluzia că sciziunile monocatenare sint mai degrabă legate de repli- 
catia ADN-ului decît de fenomenele de recombinare. | 


Așadar, există. suficiente probe citologice şi genetice pentru a, consi- 
dera pachitenul ca stadiul. în care, sinapsisul fiind complet şi eficient, au 
loc marea majoritate:a fenomenelor de. recombinare genetică intracromo- 
zomiala, care au o frecvenţă, deosebit de înaltă la. diversele specii de 
drojdiiis ce sui ai a mulus E aL ds aa a e ti NES i ag 

.. Bell şi Byers (1979), au descoperit. că crossing-overele apar în timpu: 
meiozei şi între secvențele repetate ale plasmidelor de 2 um. 


După; pachiten. (în diploten),. CS. încep. să se dezorganizeze, dar în 
locul lor în nucleu. apare corpul policomplex (complexul polisinaptine- 


mal) (Horesh.si colab.,:1979)..:.. tue Tis, Pi ; 

Ca: şi in mitoză nucleolul rămîne evident de-a lungul profazei mito- 
tice, In pachiten el este: penetrat de două segmente de SC. Avind in 
vedere postulatul lui: Petes: (1979) potrivit căruia genele ADNr'sint loca- 
lizate în exclusivitate pe cromozomul XII de la S. cerevisiae, rezultă cà 
SC/ascciàte cu nucleolii pot reprezenta porțiunile proximale și distalà 
a acestui: cromozom. ;: L^ PANT y «Ci 

SPB-urile duplicate rămîn in: conformatie latură la latură de-a lun- 
gul profazei pînă în diploten;; paralel cu dezorganizarea $i scurtarea CS 
are loc separarea bruscă a SPB-urilor, migrarea lor în poziţii diametral 
opuse. si diferenţierea între ele. a fusului meiozei I. Deşi absenţa con- 
densárii, cromozomiale! împiedică. observarea directă a comportării lor, 
date indirecte (genetice, biochimice) sugerează că bivalentii nu organi- 
'zează o placă metafazică tipică, iar disjunctia omologiilor se realizează con- 
comitent cu elongarea fusului. Așadar in meioză nu se mai constată acea 
stare 'de'echilibru metafazic semnalat in mitoză. Cea mai notabilă carac- 
teristică a meiozei I este incapacitatea sa de a se finaliza cu formarea a 
două nuclee-fiice ; ca urmare nucleul parental (meiocitei) rămîne intact 
(solitar), prezentînd doar o constrictie parţială în zona mediană, perpen- 
diculară pe fus. Si cu aceasta, primă diviziune a ciclului meiotic se 
LEM Ca, V pl iaa — e uten I A ARE | r aN 

Meioza II. Debutul celei de a doua diviziuni meiotice (homeotipice, 
ecvationale) este marcat de lărgirea plăcii externe a fiecărui SPB. Foarte 
curînd, SPB-urile se duplică, se separă din nou, iau poziţii diametral 
opuse şi organizează între ele două fusuri cu orientare perpendiculară, 
în cadrul aceluiaşi nucleu parental. Mecanismele duplicării şi separării 
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. SPB-urilor în cursul meiozei II rămîn în bună parte obscure datorită vite- 
zei foarte mari cu care 'se derulează. Elongatia fusurilor. meiozei: II va 
“conduce la formarea a'patru protuberante (lobi) nucleare. Si de astă dată 
nucleul rămîne nedivizat. Fusurile persistă, de asemenea, pină cînd pro- 
cesul.de formare a sporilor. este suficient de avansat. 
.. Formarea sporilor este precedată de o modificare drastică à structurii 
SPB-urilor. În timp ce SPB-urile meiozei l sint asemănătoare celora 
din celulele mitotice, SPB-urile meiozei II: dobindesc o. placă mai largă si 
mai proeminentă (Moens si Rapport, 1971). Pe suprafaţa citoplasmatică 
a acestei plăci, în cursul meiozei IT este iniţiată dezvoltarea peretelui pres - 
poral, o structură membrânară dublă, cisternă aplatizată, rezultată prin 
fuziunea a numeroase vezicule mici. Davidow si colab. (1980) au adus 
numeroase - dovezi ale implicării plăcilor SPB-urilor in geneza peretelui 
presporal. Expansiunea peretelui presporal este initial limitată la dimen- 
siunea plăcii externe ; ulterior se-extinde de-a lungul învelișului nuclear, 
formînd o cupă (scufie) în jurul lobului nuclear: "P epo tron a qi P 
| Pe măsură ce peretele presporal crește si închide lobul nuclear, el se 
îndepărtează de anvelopa nucleară, fiind împins de materialul citoplas- 
matic (matrice şi organite) ce se interpune între aceste două structuri. 
Penetrarea citoplasmei continuă pînă cînd sporul tinăr are un diametru 
de 2—3 ori mai mare față de lobul nuclear. În'momentul în care această 
dimensiune a fost atinsă, se desávirseste si diviziunea nucleară prin frag- 
mentarea fusurilor și separarea totală (prin strangulare) a lobilor nucle- 
ari, După închiderea cisternei peretelui presporal, este iniţiată formarea 
“peretelui sporal prin depunere de material parietal între cele două mem- 
brane unitare. Analiza chimică a peretelui sporal matur a relevat că prin- 
cipalii constituenți sint ca şi în pereţii celulelor vegetative, slucanul si 
manoproteinele, dar cu o: structură diferită. Din datele de 'digestie enzi- 
matică rezultă că stratul extern parietal, cu o densitate optică şi electro- 
nică superioară, contine un constituent glucozaminic (foarte probabil chi- 
tină) care-i conferă o mare rezistentà chimică, fizică si biologică (Ballou 
şi colab., 1977). Hii | 
. .  Deremarcat că o bună parte din constituentii celulei initiale nu vor fi 
inclusi in cei 4 ascospori,:ci rămîn in spaţiul delimitat de peretii sporilor 
și peretele celulei ascale; Acest „reziduu“ este constituit din matrice celu- 
lará, organite si chiar o parte din masa nucleului initial. "eod 
-nO dată cu începerea formării peretelui sporal în: masa citoplasmaticá 
pot fi observate numeroase globule lipidice, multe dintre ele în strinsà 
legătură 'cu ambele fete ale acestui înveliş ; de aici concluzia că: acest 
material gras participă là edificarea peretelui: spora!, Ascosporii niaturi 
contin o singură mitocondrie, puternic: ramificată. | 
, Membrana internă a peretelui persporal devine plasmalema sporului, 
jar cea externă se pare. cá formează. un strat proteic extern al peretelui 
sporal. í | Pi Tnm e 
Seria integrală de evenimente ce 'se succed cu o strictă rigurozitate 
de la încheierea diviziunii mitotice a celulei. vegetative pînă la formarea 
ascosporilor maturi. a fost secventializatá de Dawies (1982) în zece etape 
și anume : ; 
¿4 1) celulă infometatá. cu o mare vacuolà centrală ; SPB-ùl este unic 
și asociat învelișului nuclear ; | - — 
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2).aparitia în nucleu a „corpului: policomplex'", structură care con- 
tine numeroase complexe PInaptoneriate , : 
3) duplicarea SPB-ului ; 
4) separarea SPB-urilor, migrarea lor în poziţii diametrál opuse şi 
organizarea fusului intracelular ; dezorganizarea: complexelor sinaptone- 
male;,vacuela se fragmentează ; crește “numărul Și mărimea: globulelor 
lipidice ; : 
baa 0201 desăvîrşirea meiozei. de „nucleul. se ; alungește, iar SPB-urile se 
duplică ; 
6) SPB-urile pereche migrează în poziţii. diametral. opuse, iar ft 
ele se organizează fusul meiozei II; reticulul endoplasmic iniţiază for- 
marea peretelui: primordial (presporal) pe fețele: externe. oen ale 
celor patru SPB-uri ; 
7) fusurile meiozei II. se alungesc, iar MA er Zoo. [vy “formă puter- 
nic lobată ; ; membranele pereților presporali se alungesc și a să în- 
conjoare lobii nucleari ; 


8) se desávirseste HABEN peretilor presporali care închid complet 
fiecare lob nuclear ; SPB-urile se desprind de peretele presporal ; 

9). sinteza masivă de. substanţe (asemănătoare mananului, glucanu- 
lui etc.) care vor intra în constituţia peretelui sporal, ce se codifică Tatre 
cele două membrane ale peretelui presporal ; 


10) în această ultimă! etapă se formează stratul tăria al învelișului 
sporal, subţire, electron-dens, format în principal din proteine, Ma deer 
probabil, determinantul antigenic de suprafatà. al sporului; 


In mod normal sporogeneza se finalizează cu formarea a 4 spori; 
dintre care doi aparțin tipului à de împerechere, iar doi tipului g (fig. 38). 
Uneori se formează asce cu 1, 2 şi 3 spori, in special cînd mediul de 
crestere a] celulelor înaintea privării de Dutton a fost sárac. Ascele 
bisporale apar datoria unei 'meioze a in 
ránte, - 


| Dacă sporii a si «x sînt capatai prin 
micromanipulare, prin germinarea ei 
dau naștere la populaţii haploide, sta-. 
bile, capabile de diviziune celulară mi- 
totică. Cînd celulele a Și a sînt crescute 
împreună, are loc conjugarea lor, pro-, 
ducînd un heterocarion efemer; după 
fuziunea nucleară heterozigotul este apt 
de inmugurire (diviziune mitotică) ge- 
nerind celule diploide a[o.' - 

Ciclul meiotic al drojdiilor poate îi 
întrerupt în etapele timpurii ale evolu- 
tiei sale, celulele angajindu-se pe calea - 
diviziunilor mitotice, fără pierderea via- 
bilit tátii, dacá ele sint transferate de pe . 
mediul de sporulare. pe cel de crestere 
vegetativă. După parcurgerea unor, 
etape, celulele. devin, însă, ireversibil 
angajate în. desávirsirea meiozei si for- 3 


Fig. 38. Ulttastruotuta unei tetrade 
marea sporilor ndpibiaid [2 E : sporale (ascá cu 4 ascospori hapleizi). 
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. 1.3.34. ASPECTE BIOCHIMICE, ȘI CITOFIZIOLOGICE ALE SPOROGENEZEI 


Identificarea si evaluarea modificárilor citologice care au loc ín dife- 
rite etape ale sporogenezei contribuie numai în mică măsură la cunoaste- 
rea acestui proces. De o valoare cognitivă:cu mult superioară în inte- 

legerea mecanismelor moleculare ale reglării.. diferenţierii celulare este 
descifrarea interacțiunilor, în timp şi spaţiu, dintre aceste! -eveni- 
„ mente. În ciuda eforturilor materiale si spirituale considerábile, progre- 
sele în acest sens sînt încă destul: de modeste ; au fost identificate puţine 
evenimente : biochimice, -fiziologice și genetice esențialmente legate de 
formarea sporilor. Mai. mult decît atît,.unele: fenomene pot: reprezenta 
doar un: răspuns fiziologic al celulelor la modificarea. condiţiilor de viață 
(cultură) ; acestea sînt comune și celulelor asporogene.: Dintre multiplele 
modificări biochimice si fiziologice semnalate în literatura de: specialitate 
vor fi menţionate numai cele care s-au dovedit' mai strîns legate de pro- 
. cesul de sporogenezá. TIT Equo pera 
"INotabilà este: în primul rînd creşterea pH-ului-celular (în cazul lui 
S. cerevisiae de la:pH —7 la pH == 9) datorat probabil acumulării ionilor 
de,carbonat şi bicarbonat. Concomitent cu creșterea : pH-ului, celulele 
devin relativ impermeabile pentru aminoacizi si pentru precursorii nucle- 
otidelor (Mills, 1972). | PE Cf sia LIE i 

De regulă, imediat după inducerea sporulatiei, crește sinteza de ARN, 
care atinge cote maxime la circa 6 ore, indiferent de regimul de sporu- 
latie. După o creștere cu circa 50%% sê constată un declin în totalul ARN/ 
celulă. Au fost raportate si situaţii în care. cantitatea de ARN/celulá ră- 
mine aproape constantă sau chiar scade cu pină la 50044. Aceste diferente 
„pot reflecta variațiile. reale existente între diferite tulpini privind ritmul 
şi amploarea sintezei ARN-ului. În timpul sporulatiei sînt sintetizate toate 
tipurile de ARN. Rata sintezei ARNr. este mai scăzută. A fost detectată o, 
specie. particulară de ARN, nemetilatà, de 20S, prezentă numai în celu-. 
“lele a/a si. care reprezintă circa 159/, din producția de ARN stabil (Weijko- 
vora şi Haber, 1974). Rezultatele unor cercetări de hibridare dintre tul- 
pinile ARN 20S+ şi 20S— sugerează cá sinteza esté controlată genetic de 
elemente citoplasmatice neidentificate încă, Funcţia acestui ARN nenie- 
lat 20S nu este; cunoscută. S-a sugerat că acumularea lui estă indusă de 
inanitia de azot; ea coincide dar nu este cerută de .sporulatie, deoarece 
„tulpinile care nu au, ARN nemetilat 20S totuși sporulează (Sarwic. şi 
. Haber, 1978) 4 Aa e ! VT t Pee k M 
Sinteza de. ARN este însoţită de degradarea extensivă a acestor mole- 
. cule (50—700/ din totalul ARN preexistent în celulele:a/ix şi. numai 25— 
307. in. celulele a/a şi 4/1). De aici concluzia că degradarea ARN este 
cel puţin în parte specifică sporulatiei. — doped -— 

„S-a semnalat, de asemenea, o creştere a nivelului RN-azei în primele 
8—12. ore. după incubarea în mediul de sporulare a celulelor” a/a. 

„În primele 12 ore ale sporulatiei numărul total al ribozomilor descrește 
cu peste 50%; iar din cei rămaşi se pare că numai o parte sint activi. 

“Pentru înţelegerea reglării expresiei genelor în timpul sporulatiei 
atenţia cercetărilor a fost focalizată asupra identificării produselor gene- 
lor specifice sporulatiei. Mills (1980) a fost primul cercetător care a rüpor- 
tat evidenţierea unor populatii de ARNm specifice sporulatiei. -Acest 
ARNm specific reprezintă cirea 7%, din ARNm total. De aici: concluzia: 
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că cel puţin unele aspecte ale reglării genelor în: timpul meiozei și dezvol- 
tării sporilor apare la nivelul transcrierii. 

Sinteza proteinelor s-a dovedit a fi esenţială. pentru. Moab eiie f adi- . 
tia unui inhibitor al sintezei proteice (ca cicloheximida sau etionina) la o 
cultură sporulativă în.orice moment înainte de maturizarea ascelor blo- 
chează desfăşurarea procesului. Magee si Haper (1974) au arătat „că cele 
mai importante fenomene. ale ; „sporulaţiei, replicarea . ADN-ului, dupli- 
carea SPB-urilor, segregarea . cromozomilor, recombinările . genetice, sin- 
teza si degradarea ARN-ului, sinteza glicogenului, liza peretelui ascal etc. 
necesită sinteze proteice. Pe lîngă sinteză proteică de la nivelul: citosolu- 
lui, ce are la bază informaţia genetică nucleară, numeroase date. experi- 
mentale susțin. importanţa. proteosintezei mitocondriale pentru sporulatie 
(Mawlou și Hall 1978). Unele mutații mitocondriale care afectează compo- 
nentele lantului ‘respirator nu previn totuşi sporularea, ceea ce: denotă 
că nu toate funcţiile mitocondriale sînt esenţiale pentru formarea spori- 
lor (Pratje, 1979). Mutantele petite cu “deficiență. respiratorie nu Sporu- 
lează ; aceasta înseamnă că cel puţin ' unii produşi, ai genelor mitocon- 
driale sînt necesari pentru sporulare. 


Interesant de remarcat este. şi. faptul, că în. timp ce Sporularea: tulpi- 
nilor: homozigote sensibile. la cicloheximidă este inhibată, prin adăugarea 
cicloheximidei - în. orice etapă a sporogenezei, la formele heterozigote 
pentru c yh1 sporularea devine rezistentă la acest medicament :în etapa 
premergătoare formării ascelor, indicind. că. proteina. ribozomală modifi- 
cată care conferă rezistență 'este sintetizată in timpul stadiilor târzii ale 
sporogenezei (Emanuel și Magee, 1981). : 


Necesitatea de transformare sau modificare a unor Ranh în timpul 
sporulării a fost demonstrată prin izolarea mutantelor care afectează gena 
structurală pentru proteinaza B, mutație. care produce , redücerea . activi- 
tati proteinazei B Si previne sporularea (Zubenko si colab., 1979). 14 


` Cantitatea. netă de proteine. celulare crește . cu. 10—350 . in, timpul 


primelor 6—10 ore ale sporulatiei, după care descreste datorità. degradării 
extensive a proteinelor vegetative. 


În condiţiile: lipsei unei surse. de: azot sinteza proteică este E pisi 
dentă de rezervele celulare de aminoacizi: și. de: compușii izolaţi rezultați 
din degradarea proteinelor.. După transferul celulelor. pe. mediul. de: spo- 
rulare rezervele de aminoacizi încep să scadă, ajungînd în scurt timp la. o 
treime comparativ cu celulele: vegetative. 

În timpul sporulaţiei. se constată o amplificare a activităţii celor. trei 
proteinaze (A,.B.si.C) ca şi a ribonucleazei. Se apreciază că un asemenea 
fenomen. este. specific numai. „celulelor al 067.51. este inhibat de, „prezenţa 
cicloheximidei î în mediul de cultură. Activitatea proteinazelor, ca și. cea.a 
ribonucleazelor, a fost localizată în exclusivitate la nivelul vacuolelor celu- 
lelor de drojdii, care suferă o puternică fragmentare 1 în timpul sporulaţiei 
(Tsubei, 1970). 


Există multiple: și pregnante, deosebiri între: componentele. proteice 


4 


„ale celulelor vegetative şi a celor sporulative.. Trew și: colab. (1979) au 


detectat 9 proteine specifice pentru celulele vegetative in perioada cresterii 
exponenţiale si 11 proteine specifice pentru celulele incubate in mediul 
sporulativ, din cele peste 700 specii moleculare rézolutionate prin electro- 
foreza bidimensională. În schimb nu a fost semnalată nici o diferenţă 


„ calitativă între modelul proteic al celulelor din culturile fazei staţionare 


crescute pe un mediu cu glucoză si cel al celulelor sporulative, ceea ce a 


031 


condus la concluzia cá diferenţele semnalate ânterior-poi fi datorate inà- 
nitiei (Kraig si Haber, 1980). " jas nota hi 
O activitate: care pare a fi, de asemenea, unică pentru celulele Spo- 
rulative afa este cea a «-(1—4) glucozidazei. Activitatea: acestei enzime 
creşte de la 8. ore la 18 ore, după care rămîne constantă pînă la 24 ore. 
Reyet si colab. (1980) evidenţiază apariţia: înc celule a/lx, cu citevá ore 
înainte de maturarea ascelor, a activităţii unei noi enzime şi anume f- 
(1—3) glucanazei. Această enzimă se pare:că este sintetizată in această peri- 
oadă deoarece ea n-a fost depistată în celulele vegetative. fur Fut 
. . Concluzia sugerată de rezultatele analizelor biochimice comparative 
este că mai multe proteine specifice celulelor sporogene derivă prin modi- 
ficarea celor existente în celulele vegetative ; puţini sînt produşii noi, sin- 
tetizaţi prin activarea unor gene neexprimate în cadrul ciclului mitotic: 
„O bună parte din acetatul asimilat de celulele sporogene din mediul 
de cultură este utilizat. pentru sinteza de glucide care creşte de circa 
6 ori în timpul sporulatiei. Aceste glucide sint folosite în construcţia pere- 
teluj sporal (glucani, manani) sau sînt 'depozitate (glicogenul, trehaloza) 
„constituind o importantă sursă energetică pentru dezvoltarea ascelor şi 
germinarea sporilor. Trehaloza este sintetizată continuu în timpul sporu- 
Jatiei, depăşind de peste zece ori nivelul 'său din celulele vegetative. Con- 
ținutul de glicogen 'și glucan crește de aproape opt ori, iar cel de rhanan 
se dublează în primele 10 ore de la transferul pe mediul sporulativ. * 
“Sinteza trehalozei 's-a dovedit a fi necesară pentru sporulatie ; mutan- 
tele deficiente în sinteza și acumularea àcestei substanfe.nu sporulează 
(Lillie şi Pringle, 1980). | iza Sică PPS «sid 
`. = Glicogenul sintetizat în etapele timpurii ale sporogenezei este ulte- 
rior (in timpul apariţiei ascelor) extensiv degradat in celulele a/«. În eta- | 
pele tirzii ale sporulatiei se constată, de asemenea, o creștere de 30—40 
ori a nivelului glucozei intracelulare, şi de circa zece ori a activităţii fos- 
fatazei alcaline. Degradarea glicogenului si creșterea activităţii fosfatazei 
alcaline contribuie neîndoielnic la acumularea unei cantități mari de glu- 
coză în. celule. Hidroliza glicogenului este realizată de enzime sintetizate 
în aceste perioade ale sporogenezei. Colonna si Magee (1978) a descoperit 
activitatea: unei enzime :glicogenolitică, 'absentă în celulele vegetative, 
„care apare concomitent. cu. iniţierea. degradării glicogenului şi apariția 
ascelor. A ANON A Ru: "e bs ced 
. JANumeroase studii citochimice au demonstrat sinteză extensivă dé 
lipide (esteri sterolici si trigliceride si mai puţin de fosfolipide), acumu-- 
larea globulelor lipidice în citoplasmă în timpul sporulatiei şi au sugerat 
că acestea joacă un rol important în dezvoltarea peretelui sporal. Ele re- 
prezintă totodată o importantă sursă energetică utilizată de spor îndeosebi 
la.germinarea sa, | aL. dope rapiens aget 
Privit in ansamblu ciclul meiotic (sporogen) prezintă multiple simi- 
litudini cu ciclul mitotic, atit in privința; proceselor ce au loc, à modului 
lor de desfășurare cît și al structurilor: care se edifică în diferitele sale 
„etape ; majoritatea genelor implicate în controlul ciclului mitotic s-au 
dovedit a fi esenţiale și în desfășurarea ciclului meiotic ; puţine gene sînt 
citite (transcrise) numai în timpul sporulării. Ca: urmare pare bine.argu- 
 mentat punctul de vedere potrivit: căruia ciclul sporogenetic:al drojdiilor 


derivă prin modificarea parţială a celui vegetativ. ^. ^^ i (x 
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„2. GENETICA 


Y. ANGHEL 
2.1. INTRODUCERE 


Particularităţile. structurale relativ intermediare între procariote. si 
ciupercile. superioare si potentialitátile multiple pe care le prezintá au 
făcut din.drojdii unul dintre cele mai importante şi 'preferate obiecte 
de studiu pentru cercetările de biologie celulară și moleculară, biochimie, 
genetică. Astfel, numeroase studii de biologie si genetică moleculară efec- 
tuate pe bacterii au putut fi transferate, continuate şi dezvoltate pe drojdii, 
facilitate de proprietăţile biologice. pe, care le prezintă : creştere şi mul- 
tiplicare rapidă, uşurinţă de manipulare și păstrare, clonabilitate, omo- 
 genitate genetică a populaţiei celulare, posibilitatea de menţinere în stare 
haploidă. și diploidá sub formă de .celule izolate şi uninucleate- şi de 


aplicare a. analizei genetice ; drojdiile fiind potrivite, de asemenea, pen- 
tru folosirea tehnicilor replicii şi: micromanipulării. Metodele de analiză 
genetică: folosite frecvent in studiile de genetică au fost perfecţionate şi 
completate, prin introducerea unor: tehnologii noi, între care un loc im- 
portant il ocupă hibridarea somatică prin fuziune de protoplaşti. : 
„Studiile efectuate, în ultimii ani, asupra drojdiilor industriale au 


cunoscut progrese semnificative datorită atît. potenţialului lor deosebit 
pentru, aprofundarea unor. aspecte fundamentale de genetică $i biologie 
moleculară. cît. şi pentru. dezvoltarea unor . domenii aplicative de. larg. 
interes; "AM dă ag Porti : x 

Descoperirea plasmidelor la drojdii a deschis perspectiva elaborárii 
unui sistem de transformare mediată la drojdii cu înaltă eficiență prin 
folosirea plasmidelor hibride, drojdie-bacterie, capabile de a se replica şi 
putînd fi-selectate-atit din celulele de E.coli cit si din cele de S.cerevisiae. 

„Cercetările de genetică a drojdiilor au fost impulsionate si de largile 
utilizări în industrie, de existenţa . unei. hărţi genetice, perfecţionate de 
mai multe. ori de Mortimer. şi Hawthorne . (1968, 1975), Mortimer şi 
Schild (1985) si a, unor colecţii de drojdii standardizate (R. Mortimer, 
Donner Laboratory, Universitatea statului California, Berkeley E 


H. Roman — departamentul de genetică al Universităţii statului 
Washington — Seattle). | bri di AS 

: în decursul ultimelor două decenii s-au constituit $i s-au afirmat 
puternice” coleative de cercetare ale căror lucrări constituie principala 
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sursă de documentare si a celor mai multe studii de sinteză : The Yeast. 
Ed. A. H. Rose, J. S. Harrison (1969, 1987), Methods in Cell Biology. 
Ed. D. M. Prescott (1975), Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces. 
Ed. J. N. Strathern, E. W. Jones, J. R. Broach (1981), Yeast Genetics 
Fundamental and Applied Aspects, Ed. J. P. T: Spencer, D. M. Spencer, 
A: RW. Smith (1983). E 1; 
Dintre numerosii cercetători care isi desfășoară activitatea. in .dife-. 
rite tări ale lumii amintim pe:céi'cáre àü adus contribuţii inestimabile 
„în elucidarea celor mai importante probleme ale biologiei și geneticii 
drojdiilor : H. Roman, R. Mortimer, S. Fogel, D. Hurst, R. Snow, 
T. Manney, D. Hawthorne, C. Lindegren, S. Pomper, M. Esposito, 
L. Hartwell, C. Lawrence, I. Herskowitz, F. Sherman, A. Hinnen,. 
L. Prakash, Satya Prakash, B. Kilbey, R. Roth, Barbara Littlewood, 
Helen: Greer, Judith Wildenberg, G. Fink, S. Kuo, R. B. Wickner, 
G. E. Magni — U.S.A. ; F. Zimmermann — R. F. Germania ; Ina Arman, 
S. Inge-Vecitomov, I. „Zaharov — U.R.S.S.; Ethel Moustacchi, Helen 
Hottinquer-De Marrgerie; vP - Slonimski, P. Galzy, F. Lacroute, 
H. de Robichon-Szulmajster, B. Dijon — Franța; D. Wilkie, E. A. Bevan, 
I. H. Evans — Anglia; N. Loprieno — Italia; S. Yamamoto, T. Taka- 
hashi, S, Nagai — Japonia ;-J..Pringle, U. Leupold, P. Munz,:R. Megnet — 
Elveţia ; G: Clark-Walker, A. W..Linnane — Australia ;'R.. C'von Borstel; 
R..Haynes, A... James, A... Nasim, :C. Fà Robinow. — Canada į. Anna 
Kruszevska, W, Gajewski -—: Polonia ; -A Svoboda, Vraná Dagmar. -—. 
Cehoslovacia ;.L. Ferenczy, G. L. Farkas, L. Alföldi — Ungaria ş.a. 
dou 


|] 


"2.2. CICLUL DE VIAȚĂ | 


l 8) si Winge |. 
(1935) care:au evidenţiat în ciclul de viaţă de la Saccharomyces ellipsoi- ` 
deus: 0: alternanță între o fază haploidă si alta diploidă. Ulterior, Phaff 
și Mrak (1948):au descris 6 tipuri de cicluri de viață (A, B, C, D, E, F). 
care se deosebesc prin durata celor două stadii — haploidă si diploidá. 
Tipul A cuprinde speciile -haploide: din genurile "Torulopsis, Candida, 
Rhodotorula. În tipul B sînt încadrate drojdiile cu haplofaza încă predo- 
minantá, iar diplofaza este reprezentată prin zigot, şi anume speciile din : 
genurile : Coccidiascus, Debaryomyces, Endomyces, Endomycopsis, Lipo- : 
majces, Nematospora, "Pichia, Schizosacchàromices, Schwanniom1ces, : 
. Wing?, Zygosaccharomajces. În acest tip Wicherham (1951), Wicherham 
si Burton (1964) -au mai inclus: 4 specii -haploide de: Hansenulu, “care. se 
găsesc în natură “în stare liberă : H.capsulata, H.silvicola,  H.augusta, 
H. californica. (La. H.capsulata diplofaza. este de foarte scurtă ' durată și 
nu:poate fi detectată în natură). Tipurile C,:D, E cuprind drojdiile care . 
se caracterizeazá prin.existenta unei dicariofaze, intre hapiofazá si diplo- 
fază.: Pentru tipul F. trăsătura de bază este aceea că faza diploidă carac- 


Primele 'studii au fost efectuate de Kruis și Satava (191 


terizează: întregul ciclu. Li 7 j 

Raper (1954) stabileste, in functie de modificárile ce au loc in nucleul. 
celulei, existenţa a șapte tipuri de bază, care se caracterizează prin lun- 
gimea fazelor haploidă și diploidă şi momentul intercalárii dicarionului : 
(fig 39). Tipul A este-reprezentat - prin. drojdii exclusiv haploide, cum 
sînt. Torulopsis, Candida, Rhodotorula. La tipul B. predomină haplofáza, - 
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Fig. 39. Schema ciclurilor de viaţă de la drojdii. În fiecare 

ciclu modificárile in faza nucleará sint identificate progre- 

sind in sensul acelor unui ceasornic prin schimbarea: culorii. 

“Dubla linie verticală din vîrful diagramei reprezintă meioza 

şi fiecare din cele două sectoare înguste adiacente reprezintă 
i o singură generație nucleară (Raper, 1954). 


diplofaza fiind reprezentată prin zigot, format prin fuziunea a două celule 
haploide şi urmată de fuzionarea nucleară. Zigotul are funcție de ascá; 
nucleul lui, diploid, în urma unei meioze, dă naştere la patru nuclee, 
care vor fonma viitorii spori. Acest ciclu de viață este specific pentru 
Debaryomyces, Picchia, Schizosaccharomyces şi altele. În mod frecvent, 
zigotul rezultă prin conjugarea celulei-mamá cu mugurele ei. Tipurile o 
D si E se caracterizeazá prin prezenta dicariofazei, intercalată între ha- 
plo- si diplofazá. Dicariofaza este clar exprimatá numai la drojdiile din 
genul Nadsonia; la care haplofaza este predominantă. Conjugarea. are loc 
între celulă şi mugure, dar nucleele acestora nu fuzionează si sint expul- 
zate într-un nou mugure care se formează pe celula-mamă, la polul opus 
primului mugur. Acest al doilea mugure are rol de ască, deoarece în el 
are loc fuzionarea celor două nuclee, după care în celula zigot se indi- 
vidualizează unul sau mai multi spori. La tipul F cele douá stadii haplo- 
si diplofaza, au aceeași durată. Acest tip se intilneste la Hansenula wingei. 
La tipul G este predominantă diplofaza, haplofaza fiind de scurtă durată. 
. La unele specii de Hansenula si Saceaharomyces, haplofaza este extrem 
de redusă şi se constată chiar o tendinţă de autodiploidizare. ceea ce ar 
explica reducerea considerabilă a. haplofazei (Fowell, 1969). Winge si 
Roberts (1949) au evidentiat fenomenul de autodiploidizare a sporilor la 
l Saccharomyces chevalieri, imediat după formarea lor. ; : 

Din numárul mare de specii folosite in industrie sau ca model expe- 
rimental in studiile de biologie celulară si moleculará, geneticá au fost 
reţinute în mod deosebit speciile Saccharomyces cerevisiae şi Schizosac- 
charomyces pombe. T | 
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2.2.1. CICLUL DE VIAȚĂ DE LA „SACCHAROMYCES CEREVISIAE 


Saccharomyces cerevisiae este o specie diploidà în stare vegetativă. 
In condiţii naturale celula veg 


etativă diploidă se transformă, în urma 
diviziunii, meiotice, într-o ască cu patru spori haploizi — 2a si 2x. Linde- 
gren și Lindegren au demonstrat încă din:1943 existența unei perechi de 
alele a şi à, care controlează împerecherea. Pe mediu. nutritiv complet 
sau în condiţii optime de hrană în natură, între spori sau celule vege- 
tative se realizează conjugarea. Simultan cu fuziunea citoplasmelor (plas- 
. mogamia) are loc şi fuziunea nucleelor (cariogamia), rezultind zigotul' di- 

ploid. La tulpinile heterotalice, conjugarea are loc între spori (celule) de 
“tip de imperechere diferit, a X «, si numai excepțional între spori (celule) 
de acelaşi tip de împerechere („împerechere nelegitimă) (fig. 40). În cazul 
încrucișării de spori (celule) de acelaşi tip de împerechere (4 X «si 
a X a) se formează celule diploide aa ŞI la. Tulpinile aa se comportă 
asemănător cu celulele a, «4 asemănător cu y iar “tulpinile a4, 'aav, 
axx, aauu se comportă toate asemănător. Spre deosebire de celulele di- 
ploide ax, diploizii aa si mu se comportă ca:haploizii, au capacitatea de 
a se imperechea cu celule haploide de tip sexual opus, dar sint incapabile 
sá formeze spori. Ín schimb, celulele a« nu sint capabile. să se imperc- 
cheze dar se pot divide meiotic și să sporuleze. Rolul genelor ax în pro- 
cesul de reducere cromozomală si în formarea sporilor este confirmat 
$i de constatarea că disomicii pentru «cromozomul IIl pe care sînt loca- 
lizate alelele locusului de împerechere. (în rest genotipul este haploid) 
intră în meioză, dar nu se formează spori. În mod excepţional, Zaharov 
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si Kojin (1967, 1978) au observat sporularea și-a celulelor aa. Se presu- 
pune: că: acest fenomen s-ar datora unei mutații recesive, care in stare 
homozigotă reface capacitatea de sporulare la tulpinile homozigote aa 
sau xg. Implicarea unei mutații în sporularea diploizilor wx a fost pre- 
supusă: și de Hopper si Hall (1975). Mac Kay si Manney :(1974) au pre- 
supus cà alelele tipului: de împerechere. codifică proteine. reglatore, re- 
presori: sau activatori, care controlează: expresia genelor implicate. în 
sporulare si împerechere. Alături: de împerechere și sporulare, locusul 
MAT. controlează . și alte procese. Celulele a si « produc un feromon care 
actioneazà specific asupra celulelor de tip opus de împerechere (factorul a - 
Şi a), determinind aglutinarea; celulelor .« si respectiv a. Hicks si Hersko- 
witz (1976) au identificat un mecanism de inactivare a factorului «X. Ce- 
lulele ax nu produc și nu răspund la feromoni si nu aglutinează. În con- 
trast cu celulele aja si «/a, în celulele -a/u are loc sinteza ADN ; acestea 
intră în meioză. şi: sporulează.. Locusul MAT controlează, de asemenea, 
inmugurirea. Celulele alu prezintă un model polar de inmugurire in 
timp ce "uenpalele a/a si «/« prezintă un model median (see şi colab., 
1917) 


2.2.1.1. OPI LOCUSULUI DE IMPERECHERE . 
"Locusul tipului de imperechere la S.cerevisiae, denumit MAT, face 
parte! -din grupa III de linkage $i există sub forma a două alele stabile 


MATa si MA'Ta, care controlează diferenţierea sexuată, producerea de 
fer moni, aglutinarea, împerecherea $1 sporularea. 


: Descifrarea structurii $i a funcţiilor codificate de locusul tipului de 
imperechere, a relaţiilor dintre celulele a și lu a fost posibilă prin iden- 
tificarea şi analiza. mutatiilor ,ce afectează . locusul „tipului de impere- 
chere. MATa. MacKay şi Manney (1974) au arătat că locusul & prezintă 
cel putin două grupe de complementatie MATul şi MAT x2 si au obser- . 
vat cá diploizii. MATa/mata.1—5 au sporulat eficient si au format asce 
care au segregat în raport de 2a/2nml (nonmater). Analiza a 100 000 de 
clone sporale MATa/mata 1—5 si MATa[matx 1—2 am nu a dus la 
identificarea recombinantilor MATat.. Dimpotrivă MATa/MATix 2—1 si 
MATa/mata 2—4 au dat naştere la recombinanti MATa* cu.o frecvenţă 
de aproximativ. 103. (Rine si Spraque, 1980 ; Spraque Si colab., 1981). 
Recombinati între: matal si mato2 rezultă cu o frecvență de aproxi- 
mativ 10-2. (Spraque si-colab., 1981, Strathern şi colab. 1981). Analiza - 
geneticá a demonstrat cá. mata 12.5. si. matų 2—1 sint mutatii recesive 
ale locusului MAT«, “care. se complementeazá una pe alta ; tulpinile 
maty 1—5/mata 5 i au un, fenotip de împerechere 4. Aceste rezultate 
demonstrează că MATa este un locus complex care, codifică cel puțin 
două funcţii definite de mutatiile mata 1—5.şi mata 2—1..Mutantele 
matal.si. mat«2 sint deficiente. în împerechere şi se comportă diferit. 
Faptul că. aceste mutații sînt recesive duce la concluzia cá efectele lor 


sint rezultatul pierderii funcţiilor exprimate în mod normal de MATY. 

Imposibilitatea de a obţine recombinanti MATat a sugerat cà MATa 
Și segmentul MAT u ce codifică pentru MATa1 sinit reprezentate de seg- 
mente. (blocuri) ADN neomoloage. Această neomologie a fost confirmată 
prin. analiza genetică, biochimică si electrono-microscopică a heterodu- 


! nfh=monparental (de la engl. nonmater) 
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. plexurilor ADN din locusuriie MATa si MAT». Rezultatele obţinute. prin 
. analiza mutantelor maty2 au sugerel că o ishi a: genei MATa2 poate 
fi prezentă in locusul a. 
: Experiențele de clonare a locusurilor a si T. diluate de Kicks si oylab, 
(1979), Strathern si colab. (1980) au permis o analiză directă a relațiilor 
- dintre alelele locusului tipului de împerechere si au adus informaţii: pre- 
: tioase asupra transcrierii acestui locus. Fragmentele. de ADN, obţinute 
„prin utilizarea endonucleazelor dc. restricţie. conținînd alelele MATa: si 
MAT, s-au dovedit a fi heteroloage pentru aproximativ 150. perechi. de 
baze (pb), fragmentul MATa fiind puţin mai mic decit MATx.. Nasmyth 
și colab. (1981) au stabilit că secvențele nucleotidice apreciate. ca MATa 
și MATu sînt heteroloage pentru 642 pb și respectiv 747 pb. Klar si colab: 
(1981) au identificat două transcripte' de aproximativ“ 850 baze care: sînt 
initiate din MAT«. Transcriptul iniţiat de pe partea stingá a regiunii Ya 
se continuă mai departe spre stinga și trascriptul iniţiat. de: pe partea 
dreaptă a regiunii Ya: se continuă” spre dreapta, în vognen: Ld și res- 
pectiv. 2. 253i 
Se considerá cá ifie pul din stinga cffisiihde locu siu. MAT, 
"iar cel din dreapta locusului MATIx1. MATa produce douá transcripte, 
cu orientări similare, dar numai unul corespunde unei funcţii MATa cu- 
noscute (Herskowitz si Oshiwa, 1981). Tulpinile care poartă mutatiile 
maty 1—5 sau matx pani prezintă unele diferențe semnificative. Tulpi- 
nile haploide care poartă mutatia mata 1—5 sînt. defective În funcția al, 
manifestă o eficiență scăzută în împerechere atît cu tulpinile a cît si. cu 
cele w, sint incapabile sá exprime functiilé 'specifice x, cum sint produ- 
cerea factorului ix si aglutinarea cu celulele a. MATaL1 codifică pentru 
produsul «1, un reglator pozitiv al functiilor specifice t codificate pro- 
babil de genele «sg. Herskowitz Si colab. (1980) consideră cá mutatiile 
| mata 1—5 sint defective în împerechere deoarece. genele implicate nu 
se exprimă. Dimpotrivă, tulpinile matx 2—1 sînt defective in impere- 
chere deoarece exprimă simultan funcţiile specifice a şi a. Se presupune 
că tulpinile mata 2—1 exprimă funcții specifice a, degradează specific 
factorul v, absorb şi răspund la factorul X Si se împerechează cu celulele a 
cu o eficienţă de 19/4 din procentul realizat : de celulele a standard: 
MATa? codifică pentru produsul x2 un reglator negativ al funcţiilor 
specifice a codificat de genele asg. Tulpinile MATa/matyl 'sporulează 
normal, în timp ce tulpinile MATa/maty2 sint deficiente in sporulare. 
Singură mutatia locusului tipului de împerechere a mat al nu afectează 
împerecherea dar determină defecte în sporularea diploizilor mat al/ 
MAT«. Genele MATa si MAT« sînt codominante, fiecare locus al tipului 
de împerechere MAT codifică pentru un reglator al sporulării (necesar 
inducerii sporulării), tulpinile MATa/MATy 'deosebindu-se de tulpinile 
MATa/MATa si MATa/MAT«a, în privința imperecherii si. 'sporulárii. 
Reglatorul sporulării, produs al. locusului « este codificat: MAT« iar cel 


] produs de locusul a (produs al) este codificat de MATal. Identificarea 
mutaţiilor nonsens, pentru ambele alele (MATaL și MATa1) a dus la 
presupunerea cá acestea codificá pentru proteine. Mutatià matal nu 
afecteazá reglatorul de sporulare MATax (tulpinile a/matal sporulează), 
afectat î însă de mutatia mata2 (tulpinile a/mata2 nu sporuleazà). Hersko- 
witz si Oshima (1981) consideră cá o celulă MATa exprimă un fenotip [^ 
deoarece funcţia w1, produs al. MAT'a1, favorizează funcţiile specifice [ri 
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şi pentru.cá'functia t2; produs al MADa2; inhibă“ expresia funcţiilor 
specifice a. Nu este clar „modul in care al—y2 stimulează sporularea. 
Sporularea “are loc numai în celulele MATa/MATu deoarece se exprimă 
„atit funcţiile a1 cit şi œ. 


Gerlach . (1974), Hopper. si Hall (1975), Kassir.: Si “Simchen. (1976). au 
j identificat o serie de mutații recesive, (Sca, csp, rme). nelinkate, de -ocusul 
tipului! de, împerechere. care induc sporularea celulelor. aa şi alx. Se pre~, 
„ supune. că. sporularea este. determinată de. acţiunea. simultană a, alelelor 
"al şi «2, „asupra produșilor genelor SCA, CSP“ şi. RME pe. care-i inacti- 
' Neazá., “Blocarea. împerecherii într-un diploid. ala. s-ar, datora, după opi- 
“nia Klar Și colab. (1981), Nasmyth. și colab. (1981). faptului că: celulele 
` alz. nu prezintă nici funcţii a si nici « ; 42. inhibă funcţia specifică, a, iar 
“complexul ala? inhibă sinteza de. Ati. "Această ipoteză, este „susținută. şi 
de, observația că mesajul '«1 este absent î în celulele diploide aliq... i 

În afara mutatiilor matyi: şi mata2, :Mac Kay. şi: Manney (1974) au 
identificat. și alte. mutatii; nelinkate cu ooushl; pă ni de Mo pete da 
: pe care le-au- grupat in trei.clase + 


e. mutatii care afecteazá Ears C numai. B tulpinile : OA tisi g — 
gene. specifice a) AU 


„+ —mutatii. care afectează imperecherea nu-; telle. go tuin Ten 
maida tulpinile a (asg—gene specifice a) ;; f Uu ionii dir TER 
—mutatii care determină defecte. în impe-. i- oo Zt (à. 8 
recheră atit la pt a: cit si să (nsg “m ee ii "MAT $59 
nespecifice), + ; "uz inm p.m f 
+ Analizele “da. sanelemaa a Phu „celule a [a 
e NN: ulterior (Hartwell, 1980) au arătat exis- e a 
^tenta a cel puţin 2 mutații asg (ste 2-si ste 6) a '-——— 
şi 6 gene nsg. Au fost identificate de asemenea, MATa 559 
4 gene a sg : ste:3 (Mac Kay si Manney, 1974), 
ste 1—3 (Rine, 1981), tup I (Wickner, 1974) si . celule q% x59 
kex 2 (Leibowitz $i Wickner, 1976) (fig. 41). («p 2 LM FA, 
Pînă în prezent. nu a fost identificată nici — , 859 
o genă structurală pentru funcţii specifice îm- tir "20 


perecherii. Astfel nu se știe: dacă: gena structu- .. 
rală pentru! factorul ju este plasată în. locusul 


; Tig. 4i. Controlul tipu- 
lui celular, realizat de 


tipului de imperechere sau dàcá este una din- 
tre genele. specifice «-nelinkate. Printre mu- 
tatiile defective nu au fost identificate mutații 
ale locusului tipului de împerechere a, în schimb 
au fost izolate alte. fenotipuri. Aceste mutații, 


denumite mat. al nu afectează capacitatea de" 


imperechere, jn schimb influenţează proprietă- - 
„ vv exprimarea . genelor ; 
aT e <= “stimularea. expresiei 
Isi conservă . capacitatea. de cinpenggisre, de, UN 
: o “expresiei. 
" Sg poate 4i. controlată 
"de un reglator:: negativ 
„(de exemplu .. RME, 
- CSP,: SCA) a cărui sin- 
“teză sau “activitate. este 
 imhibată. în cehuilele afo. 


tile célulelor^ ‘diploide.’ : Celulele matal|MATa 


tip c, dar nu "sporulează, 


“Deoarece ambele. mutații. mat ol si mat a2 
sînt: recesive, Herskowitz. şi colab.: (1980) cón- 
i siderà. cá. efectele, lor se datoresc pierderii func-... 
tillor pe: care, în mod normal le exprimă locu- ^ 


surile a si a. 


.. 2e Sec a) ohiet see o 


locusul tipului de îm- . 
perechere : v sg — gene 


specifice pentru œ; 
asg — gene. specifice 
pentru a; ssg — gene 


-specifice pentru sporu- 
-lare si alte gene func- 


tionale în celulele a/« ; 


genice ; = :inhibarea 


Exprimarea 


(Herskpwitz- şi.. Oshima, 
11981). 
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2:2.1.2. INTERCONVERSIA TIPULUI DE IMPERECHERE - 


Toate tulpinile de drojdii aparțin la două tipuri : heterotalic si do: 
talic (fig. 42). 

În practică homotalismul şi heterotalismul la. drojdii se deféfimina 

prin testarea capacității de sporulare si împerechere. - - Heterotalismul la. 
Saccharomyces a fost descris pentru prima dată de Lindegren si Linde- 
gren in 1943, 'care au observat cá prin cultivarea unui singur spor are loc 
formarea unor clone haploide, avînd un tip de împerechere stabil a sau x 
şi incapabile să sporuleze. Heterotalismul implică! obligatoriu încrucișarea 
între. celule de tip opus de împerechere a si ix care derivă din culturi 
unisporale.: Zigotii diploizi rezultati seg gregă totdeauna î în raport de 2a : 2x. 
Homotalismul a fost observat la S. cerevisiae var. jet quic Si ulterior 
la S: chevalieri, de Winge si Roberts (1949). 
i tudiul genetic al diverselor tulpini a evidentiat cá o singurá péreeh 
de:alele, notată initial cu D/d pentru diploidizare (in prezent denumită Ho) 
este responsabilă pentru diferenţierea 'homotalism/heterotalism. Studiul 
segregării la tetraploizi a arătat că homotalismul . este dominat: (Hawt- 
horne, 1943 ; Oeser, 1963 ; Hopper şi Hall, 1975). 


| Winge si Roberts (1949) au demonstrat cá si tulpinile homotalice cë 
contin celule diploide capabile: de sporulare poartă- aceleasi/ alele- ale 
tipului de împerechere a şi «. Oeser si Hawthorne: (1963): consideră că 
homotalismul mascheazá prezenţa genelor. a si «, în tulpinile homotalice 
fiind. prezente aceleași alele ale tipului de împerechere, a; şi lx; Homo- 
talismul nu permite obţinerea clonelor haploide stabile care să poată fi: 
încrucişate cu alte tulpini.. Pentru feusita incrucisárii este necesară in- 
ducerea sporulárii tulpinii homotalice si imediat, ,in cursul . germinării 
sporilor, aceştia trebuie puși în. prezența tulpinilor, cu care urmează. să se. 


'MEIOZA- 


DIPLOFAZĂ 


Fig. 42, Reprezentarea grafică a ciclurilor heterotalic şi homotalic. din 
„cazul heterotalismului haplofaza este stabili; celulele multiplicindu-se 
“prin mitozá. Împerecherea celulelor de tip opus de. împerechere de-: 

termină formarea de celule diploide (diplofaza) care de asemenea se pot: 
"multiplica nedefinit prin mitozá, pină în momentul în care se produce 
- diviziune meioticá cu formarea ascei si ascosporilor. haploizi. În homo-- 

talism, celulele haploide nu sint stabile. În primele diviziuni: după .ger- 

'minarea ‘sporului, se realizează interconversia tipului de împerechere. 

în unele celule ; ulterior se realizează. împerecherea cu: producerea: de 
: diploizi. Celulele diploide sint stabile şi se multiplicá mitotic ca si în 

heterotalism ; diplofaza poate fi întreruptă prin inducerea meiozei E! 

formarea ascei cu ascospori (Roman, 1981). i 


încrucişeze. “Tulpinile homotalice diploide se pot multiplica prin inmu- 
gurire, dar.au şi capacitatea de .sporulare, rezultind asce cu 4 ascospori 
2a : 2x. Diferenţa față de tulpinile heterotalice constă in faptul cá in mo- 
mentul germinárii unui spor acesta este foarte repede convertit de la a 
la « si de la.« la a. Descendenții unui asemenea ascospor se vor copula 
intre ei foarte repede, tulpina va suferi un proces de diploidizare si va 
deveni izogenicá, genele celor doi cromozomi omologi fiind identice. 
Tulpinile diploidizate se pot multiplica prin înmugurire sau. pot la rîndul 
lor sporula. La tulpinile homotalice diplofaza este dominantă iar haplofaza 
tranzitorie. Homotalismul contribuie la menţinerea stabilităţii tulpinilor.: 
Homotalismul presupune autofecundarea. Împerecherea spor la spor între 
tulpini homotalice si heterotalice a produs o diplofază care formează 
asce cu 2 spori de tip homotalic si 2 spori de tip heterotalic. 

Thornton $i Eschenbruch (1976) au arătat că tulpinile de interes 
enologic, izolate din Australia, Noua Zeelandă, Africa de Sud și diferite 
țări ale Europei, sint cel mai adesea homotalice, iar Commings si Fogel | 
(1978), Snow (1979) 'au observat o analogie puternică între tulpinile enolo- 
gice si tulpinile de laborator, observaţie care deschide perspectiva unui 
transfer de caractere între aceste 2 ltipuri de tulpini. ~ oM a ns 

„Diferenţa de comportare a celor două tipuri de tulpini se. datorește 
prezenței genei HO în tulpinile homotalice, în. tulpinile. heterotalice fiind 
prezentă alela ho. Haploizii homotalici, sub influența genei HO isi pot 
schimba frecvent tipul de împerechere astfel că la cîteva. generaţii de la 
germinarea unui singur spor homotalic, haploizii descendenţi, de tipuri 
diferite de împerechere, se pot împerechea rezultînd colonii ‘diploide a». 
S-a dovedit cá gena HO este epistatică față de MATa si MATa si a se- 
gregat independent de locusul tipului de împerechere. Takahashi (1958) 
a evidentiat primul un control genetie multiplu al homotalismului care 


a presupus existenţa a trei locusuri, identificate ulterior si notate cu 
HO, HML, HMR. Studiul genetic al unui diploid de S. oviformis, între- 
prins de Takano si Oshima (1967) a elucidat relaţiile dintre „aceste trei 
locusuri Si a evidenţiat un model de segregare distinct de 2 homotalic/ da 
Acest tip de segregare, denumit de Santa Maria şi Vidal (1970) segregarea 
de tip Hg, “diferă de segregarea tulpinilor homotalice clasice care este 
de 4 homotalic/O heterotalic (denumită segregare HO). Segregarea Hg 
indicá faptul cá aceste tulpini erau homozigote, pentru o „alelă incapabilă 
să determine diploidizarea în celulele a. Alela HML, prezentă in tulpi- 
nile HO, care permite celulelor a să diploidizeze este; notată HMLa, iar 
HML din tulpinile-Hg-este notată HMLa (tabelul 7). 


; | Tabelul 7 
. Control genetie al elelului de viaţă (Herskowith si Oshima, 1981) 
» sistens c Genotipul tulpinilor HOJHO ` 
Raportul | pedem | 
Diplotdul — e Mor pp l ; 
FH de segregare : | Harashima şi colab. 1974 | Nomenclatüra revizuitá 
ü (x bos n Li ph A Ki F " - 


Ho-tipul 1... 4 homotalic — hmaMATahma  HMLaMATaHMRa | 
us „(Ho tipul 1) .. AmaMA Txhmx ,HMLaMATaMIIRx ~ 
Ho-üpul II. +: 4 homotalie : —  HMaMATaHMa- HMLaMATaHM Ra 

o ~- (Ho tipul II) -  HMaMAT«HMa. © HMLxMATo«HMna .. 
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"Tabelul 1 (continuare) 


pei E papi Pe Sa AA ———M——AA—— ———————————— MÁá—— 
Ag ^ 2 homotalic (Ip) . HMaMATalmx HMLaMATaHMRa 
în edi a5 heterotalic(«) ` HMaM: A To mz \HML&AMAT&HM Rx | 
Hg . .2 homotalic( Hg) | hma MA1 "aH Ma jd HMLaMATaHMRa . 
2 heterotalic(a) , hmaMA TH Ma. H MLaMATIII M Ra 


- Ho-—- tipul I este o tulpină homotalică derivată din incrucisarea unui segregant că al 
tulpinii Hp si un segregant a de la o tulpină Hg. ' 

; Ho — tipul II este S. chevalieri şi: original homotalic S. cerevisiae; Hp este. S. norbensis ; 
Hg este S.'oviformis . 


Ee Maria si Vidal (1970) au descris o. tulpină diploidă homotalică 
de S. norbensis care a produs asce, ce au segregat.2 homotalic/22..Dupá 
sporulare, segregantii homotalici diploizi manifestă aceeaşi segregare ca 
sj tulpina initialá. Acest tip de segregare. (Hp). este similar cu segrega- 
rea Hg de la mt oviformis, deosebindu-se însă. în privința tipului de îm- 
perechere a segregantilor. haploizi. stabili. Segregarea Hp indică, faptul 
că tulpina de S. norbensis, este homozigotá pentru o alelă. care este inca- 
pabilă 'sá promoveze diploidizarea în celulele x. Acest locus este denumit 
HMR. Alela HMR prezentă în tulpina. HO, care permite celulelor &.să 
sufere un proces de diploidizare, este desemnată HMRa, iar alela prezentă 
în tulpina Hp de S. norbensis este notată HMRy. Locusul HO este nece- 
sar pentru diploidizarea ambelor tulpini haploide a Si lx. "Toate tulpinile ho. 
sint heterotalice. HMRa permite celulelor « să: diploidizeze, iar HMLa 
permite diploidizarea celulelor a. Celulele HOHMRa (ęHMLa sau HMLo) 
MAT« şi HOHML« (IMRa sau HMR) diploidizează, în timp ce celulele 
HOHMRa HMLa MATa sint haploide stabile de tip a, iar celulele H OHM Ry. 
HMLoMATu sînt haploide stabile de tip iu. Aceste rezultate conduc la 
concluzia că HMRa si HMLa nu sînt versiuni inactive ale HM Ra si HMLy. 
HMRx este echivalentul funcţional a lui HMLy, iar HMLa este echiva- 
lentul funcţional a lui HMRa. Naumov şi Tolstorukoy (1973); Harashima 
și colabs (1974) au sugerat cá acestea provin din segregarea ‘diferitelor 
tipuri de asce rezultate din încrucișarea . MATaHOHMLaHM Ra x MAT« 
HOHMLaHM Ra. Oshima şi Takano wy considerá cá aceste rezultate 


carea B ced LIC S. ea dir ectă' EEA En mamă, şi 
fiică înaintea, citokinezei), fuziunea a două: celule separate. | 

Winge a presupus încă din 1935 că diploidizarea are loc în special 
în urma fuziunii a două celule într-o cultură unisporală a unei tulpini 
homotalice, idee confirmată ulterior de observaţia că fuziunea are loc 
între două celule în citeva generaţii după germinare și în general după 
a doua diviziune ce are loc după germinare. Winge și Roberts (1958) au 
sugerat faptul că fuziunea celulelor are loc între celule de acelaşi tip de 
împerechere în- cazul unei tulpini homotalice si nu se realizează în cazul 
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unei tulpini heterotalice. Hawthorne (1963) a sugerat că HO determină 
mutații in una dintre alelele tipului de împerechere, în timpul creșterii 
celulare. Studiul genetic al celulelor a rezultate dintr-un spor MATa 
HOIHMRaHMLa a demonstrat cá diploidizarea apare în ambele tipuri — 
homotalice si heterotalice prin fuziunea. celulelor de tip. opus de împere- 
chere. Clonele rezultate de tip a nu se disting fenotipic de celulele hete- 
rotalice standard a, în privința abilității de împerechere, de initiere a 
sporulării in diploizii a/g si în răspunsul lor la genele pentru homotalism. 
În mod similar o cloná w derivată dintr-un spor homotalie a nu se deo- 
sebeste de.o tulpină heterotalicá x standard. Aceste observaţii au condus 
la concluzia că „diploidizarea rezultă prin interconversia tipului de împe- 
rechere $i că această schimbare se datorește modificărilor ce se realizează 
în însuși locusul tipului de împerechere, Gena HO determină, întercon- 
versia între tipurile. de împerechere cu o frecvenţă ridicată, dar gena HO 
nu este necesară pentru menţinerea -nolului tip de împerechere. Noua 
alelă rezultată este stabilă după ce gena HO a fost înlocuită cu ho 
(Herkowitz si Oshima, 1981). Alela HMRa sau HMLa este necesară pentru 
schimbarea de la MATz la MATA, in timp.ce HMR« sau HMIXx este nece- 
sară pentru schimbarea de la MATa la MAT«. ... .- s inv 
Kawasaki (1981) a localizat gena HO pe cromozomul IV, la 6 distanţă 
de 27.cM. de locusul cdc9. Analiza segregantilor unui heterozigot diploid 
pentru cele:trei locusuri HMRa/ HMR« (sau HMLa/HMLa) MATa/MATa: 
$i pentru un marker standard de pe cromozomul III, a adus precizări asu- 
pra. poziţiei. HML $i HMR ; locusul HMR fiind localizat pe braţul drept 
al. cromozomului HI, Ja o distanţă de 65.cM! de centromer, iar HML, pe 
brațul sting, la o distanţă de 64 cM de centromer (fig. 43) HML si HMR 
sint linkate fizic cu locusul de împerechere. hatid] m. 1 i 
Conversia de la MATx la MATa necesită atit HO cit si HMRa (sau 
HMLa), în timp ce HO si HMLu sînt necesare pentru conversia de'la- 
MATa.la MATx. Pentru explicarea mecanismului molecular al intercon- 
versiei tipului de imperechere, Herskowitz si colab. (1980) au propus douá 
modele : modelul flip-flop si modelul insertiei. Potrivit modelului flip- 
flop (omologiei), locusul tipului de împerechere contine informația atît 
Pentru MATa cit si pentru. MATa, exprimarea alelei MATa sau MAT« 
depinzind de. orientarea unui situs de control ipotetic al locusului de 
imperechere, care constă din modificarea ADN :sau recombinare intra- 
moleculară ` (Holliday și Pugh, 1975 ; Hawthorne, 1981, Brown 1976). Sc 


PE TA TAAN Marc ETE Con mma a 


HML his4 - leu2 MAT thra ` HMR 


b | | MAL2 
o EM 80Kb ————À | 


„Fig. 43. Harta genetică a cromozomului III pentru mar- 
kerii selectaţi. Poziţiile pe hartă sint plasate după scala 

“dată de Iarashima şi Oshima (1976). Distanţa dintre 

. HML şi MAT este ~ 180 kb (Strathern si colab., 1979). 
Nu sînt cunoscuţi markerii distali faţă de HML si MAL? 
1 © o (Herskowitz si Oshima, 1981). . - ^d 
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E celula x 


celula a ` 
| FON Wa orn 


Fig. 44, Douá modele pentru interconversia ti- 


pului de imperechere : a, « — gene pentru tipul 


' celular; — exprimare: ` E 


A — sînt prezenţi ambii reglatori a si « in lo- 
cusul tipului de împerechere (modelul flip-flop). 
În acest medol, o regiune dintre reglatorii a şi «. 


este ireversibilă şi conține un situs de control 
esenţial (promotor, P); B-— locusul tipului de 
împerechere contine fie reglatorul a fie « dar 


nu ambii reglatori (modelul insertiei) Insertia 
elementului HML «€ sau HMR & in locusul tipu-: 


lui de împerechere conferă tipul celular a; 


imserția elementului. HM La. sau HM Ra 'conferă : 


“presupune că HO, HML și 

^ HMR codifică. pentru "enzi- 
mele implicate, in modifica- 
| rea si rearajarea ADN din lo- . 
„cusul: tipului 
chere. 


de. 'împere- 


Modelul de insertie pro- 


“pus initial:de Oshima si Ta- 
kano (1971) $i modificat de 
' Harashima. -și colab; 
“susţine cá structura elemen- 


(1974) 


tară ‘a locusului ` tipului de 


"împerechere, pentru ambele 
-alelelé-MATa si MAT este 
"jn esență ' aceeaşi. Genele 
-HMR şi HML produc un fel 


de elemente genetice transpo- 
zabile -- cu afinitate specifică 
pentru locusul tipului de îm- 


"perechere. Asocierea dintre. 


elementele  HMRa sau HMLa 


tipul celular a (Herskowitz şi. Oshima, 1981). .cu locusul. tipului. de impere- 
ji uud rdg | E ¿œ ^ chere. determină. formarea 
alelei MATa, iar asocierea elementelor HM Lg sau HM Rx cu locusul tipului 
de. împerechere ar putea forma alela MAT. Gena HO controleazá asocie- 
rea si îndepărtarea (incizia si excizia) elementelor. de control la locusul 
tipului de împerechere, în timp ce alela:sa (ho) este incapabilă să pro- 
moveze astfel de evenimente.. (Herskowitz:si Oshima, 1981) (fig. 44). 
. .* Hicks si Herskowitz (1977) au arătat cá una dintre proprietăţile inter- 
conversiei tipului de împerechere constă în faptul cá mutatiile în :locusul 
- tipului de împerechere: restaurează funcția. Sporii care iniţial: sint. mata: 
1—2 sau mat u 1—5 şi poartă alelele HOHML si HMRa dau naştere. la 
celule cu un locus MATg functional in trei din cei patru produsi al ger- 


g5 1 


minării. Aceste observaţii au condus la concluzia cá celulele de drojdii 


contin adiţional o informaţie MAT«' neexprimată in locusul HMLu sau 
HMRa care poate înlocui informaţia mato defectivă, situație similară şi 
în cazul informaţiei MATa pentru locusul HMRa sau HM La. S-a postulat 
astfel că HMLx nu este numai un simplu situs transpozabil reglator, dar 
conţine şi informaţia unei gene structurale. Pe baza acestor observaţii s-a 
elaborat modelul casetei. l Kiji 


"2.2.1.3. MODELUL CASETEI 


Potrivit acestui model locusurile MATa si MAT% reprezintă segmente 
neomoloage de ADN care codifică pentru reglatorii tipului celular. Tipul 
de împerechere al unei celule este determinat, prin insertia unuia dintre 
cele două segmente (casete) in situsul de pe cromozomul “Il care apar- 
"tine locusului tipului de împerechere. Se exprimă acea casetă care este 
adiacentă unui promotor activ. Wintersberger şi Schiest (1981) consideră- 
că alelele de sex ocupă alternativ locusul MAT şi adiţional sint stocate in 
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casete (locusurile HML si HMR) care. — HMle 2 HMR.a 


nu se exprimă. Interconversia tipu- ^ &— arm oa a (us. 
lui de imperechere apare prin inlo- - locusul 
,lpulude X. 
cuirea casetei in locusul tipului de. împerechere“ * 
imperechere printr-o copie a infor- A t-anspoziție 
matiei la HML sau HMR, proces re- : T îndepărtarea 
glat de gene HO (fig. 45). „casetei 
La) TE Cur ce (a) 
„Modelul casetei a condus la ` ùr- 99 — m a 
mătoarele concluzii : „Fig. 45. Modelul „casetei“ ce explică 
- -HML« si HMRa sint copii interconversia tipului de împerechere : 
sus. — structura cromozomului III a 
neexprimate ale informaţiei Q'Si &; celulei «; jos — exprimarea casetei 
— mutatiile în HMLa si HMRa . în locusul MAT ; parantezele reprezintă 
casete, silentioase W — situsul care 


dau nastere la mutații án Jocusul poate fi implicat în procesul de trans- 
tipului de. împerechere . cao conse-. poziţie (lets Oaiz Si Oshima, 1981). 
cintá a interconversiei. 

Studiul unor rearanjamente cromozomale observate în tulpinile ho 
a dus.la concluziă că locusurile HMLx si HMRa contin informaţia silen- 
tioasá a si & care nu se exprimă deoarece casetele nu sint adiacente unui 
situs de control functional. Hawthorne (1963), Strathern si colab. (1979) au 
cbservat cá tulpinile ho schimbă tipul de împerechere cu o frecvenţă de 
aproximativ' 10-9 per generaţie, astfel că descendenţii unui singur spor 
heterotalic formează o populaţie haploidá: stabilă. În aproximativ 100%% din 
aceste. schimbări, ca! o.consecintá a "unei “deleţii sau alt rearanjament, 
determinantul noului tip de împerechere este alăturat locusului tipului 
de împerechere. Transformarea: unui tip. celular in altul, a in 36: și % in a, i 
se. realizeazá printr-o.deletie care are, caracterul - unei mutații: letale si 
care se menţin în heterozigot. Astfel, mutatia letală a rezultată în, urma 
“schimbului. de.la « la a reprezintă o deleţie de pe. braţul drept -al cromo- 
zomului, III; extinzindu-se de la. locusul, tipului de imperechere Şi termi- 
nind, între. thr4, si MAT2 (Hawthorne, 1963). Prin localizarea genei HMRa 
s-a stabilit că. această deletie activează informaţia. a în. HMRa prin. fuziu- 
nea acesteia cu, locusul. tipului de imperechere. Kushner (1979) si Klar 
(1980). au confirmat implicarea HMRa într-un astfel, de eveniment, prin 
cbservarea că astfel de, deletii izolate in tulpini purtátoare de mutatii in 
locusul HMRa. conduc la. locusuri ale tipului de împerechere . à. defective. 
Mutaţia ix, letală obținută prin schimbarea de la a la lx îndepărtează gena 
thrá și. alterează relaţiile .de linkage dintre, .markerii | cromozomului. MII 
(his4. şi leu2). Pe, baza cartării UML, Strathern si colab.. (1979) au sugerat 
că informaţia o În acest locus poate fuziona cu un situs. esenţial din lo- 
cusul tipului de. imperechere,. formind un cromozom circular, , idee: susti- 
nută de observaţia cá tulpinile. ce poartă mutatia ix letală contin derivate 
ale “cromozomului, TII circulare, de 63 um. 


Herskowitz si Oshima (1981) au identificat la tulpinile ho mutații 
nelinkate locusului tipului de împerechere care supreseazá defectele mu- 
tatiilor loeusului : tipului de împerechere. Capacitatea 'unuia dintre acești 
Supresori sir: 1—1 de a. supresa defectul: de împerechere. al mata 1—5 


necesită IML.  Observaţia: cá tulpinile matz: 1—5. ho sir 1—1 HMLa 
HMRa se pot imperechea, în timp ce tulpinile mata 1—5 ho: sir. lac 
HMLa HMRa nu, a condus la: conduzia că HM git aceleași func- 
tii cu MATa, iar HMRa cu MATa. 
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Interconversia tipului de imperechere 
HMLec. MAT à C HMRa C Mp: "00 
E Chr. Ilt 
his leug cry; | hr, gia s 
Imperechere i 


leu, i his Mg 


:ery, MATa thry HMRa MALO. 


| / N 
K 4 Recombinare . ^ 
x he brie grs i his, 
i soare i 
„HM. MATE HMRa Juss 
„bis leug Cry, thry > MAL. MAT 


ex : 
thry  MAL2 
HML MATa HMRa 


Fig. "m Mecanismul molecular al inter conversiei - tipului de 
MIR echere pne sberg si Avia conr? Sy 


Modelul casetei presupune că cete da fertia sau |o mutație într-o 
genă structurală, apartinind HMLx sau HMRa, determină apariția unei 
ni în locusul tipului de împerechere. 
icks și colab. (1979), Nasmyth şi Tatchell (1980), Strathern şi colab. 
(1990) au reușit 'clonarea si izolarea locusurilor MATx, MATa, HMLx si 
HMRa şi folosirea lor in diverse studii de precizie. Prin utilizarea, de 
exemplu, a segmentului HM Ly s-a constatat cá interconversia tipului de 
împerechere (atit ho cit şi HO) este însoţită de schimbări fizice în geno- 
mul celulei de drojdie. O schimbare de la ix la a este rezultatul unei schim- 
bări în fragmentul ce poartă locusul tipului de împerechere, izolat cu en- 
donucleaze de restricţie. Strathern si colab. (1980) au stabilit că fr agmentul 
ce poartă MATa este cu aproximativ 150 pb mai mic. decit fr agmentul ce 
poartă MATy. Prin utilizarea segmentelor, HM Lix s-a stabilit că tulpinile 
cu cromozomi à și x letali contin fragmente care intervin în fuziunile 
dintre MAT şi HM Ra sau dintre MAT și HMLa. Prin teste fizice, in care 
s-au folosit heteroduplexurile: ADN formate din toate combinaţiile HMLx 
HMRa MATu si MATa s-a demonstrat că segmentele MATa si MAT sînt 
neomoloage, pentru aproximativ, 750 pb. Omologia . HMLa cu MATa $i 
MATa cu HMRa a fost demonstr ată prin identificarea unor secvenţe dis- 
tributive prezente la MATa şi HMRa (si nu la HMLx) si MATa si HMLx 
(si nu la HMRa). Din fig. 46 rezultă că HMR si HML contin secvenţe omo- 
lodge ce flancheazá locusul tipului de împerechere, omologie. care este 
mai puternică pentru HML decit pentru: HMR (fig. 49. | 

. Modelul casetei a fost confirmat de. experienţele de clonare a genelor 
active MAT si a, MATa si MAT« prezintă structuri specifice! şi conțin 
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o.secveniá fără .omologie, cu o lun- 
gime de aproximativ 600 pb in par- 


tea centrală a segmentelor Ya;si Ya 


mărginită. de două segmente omo- : 
loage Z,si X. Diferenţele de la ni- 
velul . segmentului. Y'al celor două: 
forme-alternative au determinat for-. 


marea a douá gene sitentióbHe HM 
şi HMRa. 


Initial S-a. considerat - că, genii 


| WX OIM 


.HMRa. 


MATa 
W.X Ya 2 


__HMLa 


Fig. 47. Secventele omoloage si ne- 
-omoloage în 


locusurile  -HML o, 

MAT şi HMhRa.determinate prin ana- : 

lize heteroduplex. . Lungimea apro- 

ximativă ` a 'regiunilor n pb):. 

102700; 2700; 1à-600; y=750; 

Z 2:300, Za 2250 (Herskowitz. S) 
Oshima, 1981). 


HMDLx si.HMRa sint. silenţioase da- 

torită lipsei unui promotor necesar exprimării, ipoteza: afin af prin ana- 
liza ARNm al MAT şi MATa, care a stabilit că transcrierea începe la 
nivelul unei. secvenţe din segmentul Y, cu aceeași structură în locusul 
MAT: si în locusurile HM. : 

^. Se presupune:cá genele silentioase prezintă promotori identici cu 
cei ai — (AB 
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Substitutia unei casete cu alta; implică un Benisty nereciproc, de 
informatie de la.HML sau HMR la locusul tipülui de împerechere MAT. 
Astfel, cînd o tulpină, care este HO HMLx.MAT« HMRa se schimbă la 
MATa. informația de la HML sau HMR rămîne intactă. Această obser- 

vație indică- faptul: că o copie a informaţiei de la HML sau HMR este 
transpozată “în locusul tipului de: împerechere. Deoarece celulele HO 
HMLx MAT% HMRa dau celule HO HMLa MATa HMRa, cu o “frecvență 
mai mare decit HO:HMLy MATa HMR se consideră că informaţia « 
din MAT nu este transferată în locusul HMR. Analiza capacității de con- 
versie a tulpinii HO HMLa MATa HMRa care a derivat din HO HMLa 
MATa HMRa prin interconversie a evidenţiat: că aproximativ 105 din co- 
loniile derivate din HO HMLa MATa HMRa au rămas MATa: Observaţii 
similare au fost făcute și în cazul tulpinii HO UML MATy HM Ra de- 
rivată din tulpina HO HMLx MATa  HMRy. Aceste rezultate! demon- 
Mr că o casetă înlocuită poate fi : degr adată în timpul creșterii celu- 
lare după excizia din cromozom. 

“Interconversia casetei este ‘inițiată ` prin. realizarea unei incizii 
dublu- catenare între 'segmentele Y şi Z. Această incizie este de- 
terminată da. ' endonucleaza HO(Y/Z) care recunoaşte secvența de 
baze CAGCTTTCCGCAACAGTAA prezentă la joncțiunea Y/Z. Endonu- 
cleaza Y/Z este codificată de gena HO. Aceste incizii sint realizate numai 
la tulpinile homotalice (HO) cele heterotalice (kRO) fiind lipsite de această 
endonucleazá. Se apreciazá cá multe din etapele fundamentale implicate. 
în interconversie sînt identice cu cele care intervin în crossingover. 

N După ineizia dublu catenará regiunea‘ MATy este degradată, fapt ce 
“explică pierderea alelei MAT parentală. Pentru a înlocui segmentul Y 
absent cele două capete libere ale ADN de 'la capătul Z al secţiunii si 
capetele libere. generate. de îndepărtarea segmentului Y invadează re- 
giunile omoloage ale genei HM. Replicarea ADN de la capătul 3' al du- 
blului helix invadator repară segmentul Y absent. Desi situsul care este 
recunoscut şi tăiat de endonucleaza HO este prezent atit in MAT cit si 
în HML și HMR, numai situsul-MAT este. tăiat in vivo. Produșii genelor 
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SIR. ini responsabile de. realizarea inciziei în MAT. În mutântele defec- 
tive SIR inciziile pot apare si în HML-și HMR.. 

Interconversia este un fenomen programat care se desfăşoară: numai 
in celulele haploide si care apar numai în celulele parentale. Mugurii 
trebuie. să se dividă odată înainte de a fi capabili de. interconversie; Fe- 
nomenul nu se observă numai la una din cele două celule fiice sugerind 
cá miscarea casetei se realizeazá inaintea sintezei ADN MAT, caseta cáre 
participă în interconversie fiind ulterior replicatá' si distribuită celulélor 
fiice. Faptul cà interconversia este limitată la o anumită etapă a ciclului 
celular a fost confirmat de experientele. care au demonstrat cá:.endonu- | 
cleaza HO Y/Z este sintetizată in G4 şi acționează numai! în următoarea 
perioadă S (Watson si colab. 1987). ~ 

În. majoritatea experienţelor s-a ergo iti că. direcţia imtupednvor- 
siei este. programată de la a la « şi de la «.]a a. Se pare că locusul MATl« 
preferá asocierea cu HMR si MATa cu HML. Aceste: iniperecheri sint rea- 
lizate de proteine, controlate direct-sau indirect de locusurile tipului de 
imperechere Si care leagá ADN. 
| La alte specii mecanismul interconversiei prezintă unele particula- 

rităţi. De. exemplu alela locusului tipului de. împerechere is de la S.dias- 
taticus (MATa- incl) se comportă ca insensibilă la schimbare. Takano si 
colab. (1973) au observat cá tulpinile. HOHMLx MATa-inc HMRa se 
schimbă la MAT cu o frecvenţă scăzută: O dată ce tulpina MAT-iné 
s-a, schimbat la MATa, interconv ersia are.loc cu o frecvenţă normală. Se 
apreciazá cá mutatia. inc :afecteazá „acea parte a informaţiei. locusului 
tipului de împerechere care este îndepărtată în timpul. procesului: de in- 
terconversie. Haber. și colab.. (1980) au. identificat un nou tip de mutație 
STK. (dominantă), linkată de..locusul tipului de. împerechere, care: im- 
preună cu mutatia înc „determină schimbarea de 'la PMi la: HMLa si 
de.la HMRa la HM Ra. 

Aditional genei. HO in procesul de duiBUBA VOI sint. implicate. alte 
două gene — SWII si RAD52. Haber si Garvik. (1977) au arătat cá gena | 

SWII este necesará pentru schimbarea de la a la ix si de la ix- la a în tul- 
" pinile HOZIMLx HMRa.,Gena RAD52, implicată in recombinarea. mito- 
ticá şi. meiotică,. afectează de asemenea interconversia tipului: de impe- 
rechere., Malone “Şi, Esposito: (1980) . au. observat că: tulpinile HOHMLx 
HMhRarad52 nu sint viabile. Observatia că tulpinile HOHML« MAT'x-inc 
HMRa rad52 sint viabile. indică faptul că letalitatea (in. cazul mutatiei 
rad52. se datorește unei. interconversii a 'tipului de împerechere. abordivă 
şi. sugerează că produsul genei RAD52 este necesar „pentru desăvirșirea 
interconversiei (Herskowitz și, Oshima, 1901)5 «^4 

Dintre modelele moleculare propuse pentru explicarea interconversiei 
tipului de împerechere modelul în care HO SWII si RAD52 codifică pro- 
teinele. care intervin in interconversie, este susținut. de date experimen- 
tale și. a întrunit adeziunea celor. mai multi cercetátori. Acest. medel este 
susținut de urmátoarele observaţii : | 


. — transferul nereciproc de xh de la 'HML. sau HMR la MAT; 
::—i pierderea permanentă a informaţiei: înlocuită în. MAT; c 


^". —v'existenţa secventelor lungi. de omologie ce flanchează HML, HMR 
și MAT ; 


— implicarea genei RAD52 în interconversia tipului dg imperechere. 


“T 4 imezinconvertibilă (de la engl. »inconvertible").' 
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. Se consideră că prima etapă in procesul. de schimbare de la MAT« 
la MATa implică sinapsa HMRa si MAT, facilitată probabil de o pro- 
teină care recunoaşte omologia locusului tipului de împerechere si HMRa. 
A doua etapá.este invazia catenei ADN de la HMRa în duplexul MAT», 
urmată de degradarea: MAT si înlocuirea cu catena invadatoare. Ulterior 
heteroduplexul ax la nivelul locusului tipului de împerechere este dezor- 
ganizat, iar informaţia a este folosită ca matritá pentru umplerea golului 
de la nivelul HMR (fig. 48). ui teii DI ARR SP n V 

— Herskowitz si Oshima (1981) consideră cá fenotipul celular este con- 
ferit în mai mare măsură. de caseta locusului tipului de împerechere decit 
cea din HML sau.HMR. Diferenţa de :exprimare a informaţiei la nivelul 
MAT comparativ. cu: HML si HMR se explică prin aceea că informaţia 
HML și HMR:este-transcrisá si tradusă, dar nu contine informatia com- 
pletă pentru funcţiile al, :x1.si 42 sau cá HML si HMR contine infor- 
matia completă pentru al, «1, x2, dar aceste funcţii nu se exprimă de- . 
carece HML şi HMR, sînt lipsite de situsurile esenţiale, necesare pentru 
trancriere si traducere. Dacă HMIiz.va codifica numai partial «1 si «2, 
atunci transcrierea Si traducerea HML«o nu va determina funcţii corecte 
ul şi 'x2 pentru celulă. | a | 


Studiile, în care s-au folosit mutații ce- permit exprimarea HMLu si 
HMRa în tulpinile.ho, fără rearanjamente genetice, demonstrează cá in- 
formația a și. « din locusurile HML si MMR este o versiune intactă a 
informaţiei aşi « din MAT şi că expresia HML şi HMR se află sub un 
control negativ. Herskowitz și colab. (1977), Rine şi colab. (1979) au 
arătat că mutaţiile sir 1—1, selectate ca represori ai mutatiel matx 1—5 
supresează defectele de împerechere Si sporulare, determinate de mu- 
taţii ale tipului dé împerechere si permit tulpinilor MATa/MATa si 
MATa/MATu să sporuleze. — 4: gi veh | 

Rine si colab. (1979).considerá că abilitatea mutatiei sir 1—1 de a 
supresa defectele de, împerechere ale mat 1—5 este dependentă de pre- 
zenta informaţiei” HMLa ; tulpinile: mat 1—5 ho-sir 1—1 HML» HMRa 
se împerechează, în- timp ce mata 1—5 ho sir 1—1 HMLa HMRa sau 
ho sir 1—1 hml &—66 HMRa nu. Klar si colab. (1979) au identificat mu- 
tante mar 1—1 pe baza capacităţii lor de a permite tulpinilor MATa/ 
MATa să sporuleze. S-a presupus cá mar.1—1 permite exprimarea infor- 
matiei HMLa - şi -HMRG,. conferind tulpinilor MATa/MATa,' MATa si 
 MATa fenotipul celulelor MATa/MATy. şi capacitatea de a se impere- 
chea si sporula. Această ipoteză se bazează pe observaţia că defectul de 
împerechere a tulpinilor mar 1—1 constá în substitutia alelelor standard 
HML si HMR cu variate naturale sau alele mutante (Klar Si.colab., 1979). 

. Rine (1979) a izolat sistematic mutații ce permit exprimarea HMLx 
si HMRx prin izolarea derivatelor tulpinilor HMLx mat a 17 HMRxho, 
care se comportă în împerechere ca lu. Rine (1979) a- definit patru grupe 
de complementatie SIR (definită de sir 1—1), SIR2 (care include mar 1—1), 
SIR3 (care include cmt) şi SIR4. Toate. aceste mutații sint recesive faţă 
“de tipul sălbatic nelinkat şi conduc la exprimarea HMLx si HMR. Hart- 
well.(1970) a.constatat.cá cele mai multe mutații sir conduc la celule 
MATa/MATa ce nu se imperecheazá si manifestă: rezistenţă la factorul la. 
Genele nelinkate SIRI, 2, 3, 4 acţionează împreună in, poziţie trans pen- 
tru a împiedica expresia genelor silentioase. Dacă una dintre -genele SIR 
nu mai funcţionează, genele HMLx și HMRa sînt transcrise la rate egale 
cu gena din locusul MAT. Pentru a stabili situsurile în care acţionează 
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Fig.. 48. Mecanismul detaliat al interconversiei: tipului : de. 
imperechere., Se realizează. o incizie dublucatenară : şi seg- 
„mentul, Y este degradat. Capetele libere ale segmentelor Z. 
„şi X invadează regiunile omoloage ale genei HM potrivită, 
formindu-se scurte heteroduplexuri Extensia capătului 3 
în timpul reparării ADN-ului înlocuieşte segmentul Y în- 
depărtat cu o secvenţă omoloagă genei HM invadată (A. J. S. 
Klar, J, N. Strathern, 1987). 


" "endonucleoza HC. i 


produsii genelor-SIR au fost induse deletii in HMLy si HMha (prin-mu- 
tageneză in vitro), iar ADN alterat a fost introdus in celulele de .drojdii 
prin tehnicile de ADN recombinat. Aceste studii au relevat existența unor - 
regiuni esenţiale (E) care sint adiacente genelor HML şi HMR şi care 
controlează. expresia. acestor gene. Regiunile E acţionează în. poziţie. cis, 
afectind numai, genele de pe același cromozom. În regiunile E există: o 
secvență de -baze, comună genelor HML. şi HMR, care reprezintă pro- 
babil: situsul. în care acţionează produgii, genelor SIR (Watson- si. colab. 
1987). Om erki ir |^ Y SUA a M QI Cs 

Deoarece exprimarea în situ a HMLz si HMRa poate suplimenta 
funcţiile a1, «1 şi «42, se presupune cá HMLx. şi HM Ra contin informaţia 
al, al“şi 12, conservată silențios in, tulpinile de, tip sălbatic, prin con- 
trolul acestor functii. Studiile efectuate de Klar si colab. (1980), Nasmyth - 
si colab. (1981) au demonstrat că la tulpinile de tip sălbatic nu are loc 
o transcriere stabilă a HML si HMR. Desi nu se cunoaşte dacă genele 
SIR sînt. implicate exclusiv in controlul exprimării, HML şi HMR, se 
consideră că sînt implicate în controlul transcrierii sau stabilităţii ARN. 
Herskowitz şi Oshima (1981) consideră că transpoziţia casetelor din HML 
sau HMR în locusul tipului de împerechere activează această informaţie 
prin îndepărtarea unui situs de activare SIR... | eli 


“Hopper, si Mac Kay. (1980) au identificat;o, mutație, SAD, ce per- 
mite sporularea-tulpinii MAT«/MAT«a. Gena SAD. este dominantă faţă 
de alela de, tip sălbatic (sad), este instabilă si localizată pe braţul drept 
al cromozomului: III, între thr 4 şi HMR. Deoarece SAD permite sporu- 
larea atît a tulpinilor MATa/MATa cât si a celor mat a1/Matx, se pre- 
supune că acţionează prin suplimentarea produsului al necesar sporu- 
lării sau prin suplimentarea funcţiei al. "Această presupunere se bazează 
pe-observatiile că tulpinile HO. HMLx, MATu SAD HMRa. pot trece în 
MATa- ṣi că tulpinile SAD contin un nou fragment de ADN care. hibri- 
dează cu probele MATa. Deoarece „SAID: este capabilă să îndeplinească 
funcția al în tulpinile SIR*, tulpinile MAT SAD se împerechează nor- 

mal (Herskowitz şi Oshima, 1981). : 


122.45. CONTROLUL INTERCONVERSIEI TIPULUI, DE, ÎMPERECHERE. 


Hicks si' Herskowitz (1976) considerá cá interconversia tipului de 
imperechere este controlatá de diverse mecanisme care determină pro- 
ducerea.unor linii celulare specifice in timpul cresterii clonelor homo- 
talteen Trey AP "^ wem ACE E i Fus 
“Hicks si colab. (1977), Strathern si Herskowitz (1979) au presupus 
două modalităţi. de conversie : 1), ambele celule ale unei diviziuni celu- 
lare 'sînt de acelaşi tip de împerechere. O celulă o, de exemplu, produce 
doi descendenţi g sau doi a,.dar niciodată unul d și altul x ; 2) numai 
celulele care au inmugurit cel puţin o dată sint capabile să convertească 
tipul de împerechere. Celulele care nu au inmugurit realizează conversia 
foarte rar (celulele care inmuguresc suferă procesul de conversie: în 73% 
din totalul celulelor în diviziune, iar cele ce nu inmuguresc, numai în 
proporţie de 0,100), astfel că, o clonă de celule homotalice este repre- 
zentată de o populaţie mixtă de celule care diferă prin competenţa de 
conversie și evidenţiază o distribuţie asimetrică a potenţialului de inter- 
conversie la fiecare diviziune celulară. Formarea a două. celule. surori 
identice indică faptul că o conversie a tipului celular are loc în stadiile 
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tipeiti ale ciclului celular între stadiile Gi si aS. Deoarece! celulele Își 
modifică - tipul celular în ciclurile 'celulare succesive, se presupune ` :cá 
aparatul celular necesar. pentru un tip de împerechere este înlocuit cu 
alt tip, turnover, ce reflectă: distrugerea si resinteza - unor - “componente 
celulare, specifice. Diferenţa dintre celula-mami și celulsle-fiice “reflectă 
probabil distribuţia. asimetrică a unui făctor necesar “procesului de con- 
versie in celula-mamă. Hicks si Herskowitz (1976) -presupun modificári 
de tipul metilării, la nivelul ADN din locusul MAT; înainte de'a ideveni 


substrat al conversiei, gatolig SEN distsibindu- -se într- -0 manierá spe- 
cifică. L aRrIe 


Analiza genetică a demonstrat. că procesul de: conversie este direc- 
tionat ; caseta care urmează să fie inserată la locusul MAT nu 'este aleasá 
la intimplare. Pentru explicarea insertiei directionale: a uneia dintre ca- 
setele heteroloage (HML' sau HMR), s-au propus două. tipuri de meca- 
nisme. Locusul MAT însăși poate codifica pentru o “funcţie care; promo- 
vează specific înlocuirea cu o casetă heteroloagá sau inhibă înlocuirea 
printr-o casetă omoloagă ' său" însăși structura casetelor din locusurile 


MAT, HML'si HMR'ce reglează! care casetă va fi aleasă. HML sau HMR 


pot contine regiuni de recunoaştere pentru mecanismele de transpozitie 
analoage situsurilor de atasare a profagilor lambda. Desi s-a observat că 


în celulele : diploide a interconversia nu are loc, inhibarea'conversiei nu 


se datoreste diploidei: celulele aa Și «a, caracterizîndu-s6 prin aceeaşi 
frecvenţă de interconversie. Klar şi “colab. : (1979), Strathern si colab. 
(1979) consideră cá aceleași funcţii sînt implicate atît în “exprimarea 
funcţiei de sporulare la diploizii MATa/ MATà& și inhibarea împerecherii, 
cit si- în inhibarea interconversiei în -diploizii MATa/MATa 5 diploizii 
MATa/mat22 Și matal- /MAT continuind să Sporuleze. Locüsul tipului 
de împerechere este 'responsabil de exprimarea unui set de gene speci- 
fice: pentru tipul celular MATaà: şi MÁATw care. codifică proteine 'cé acti- 


veazá' sau inhibă. exprimarea. genelor: .Lócusul MAT ran n speeifi- 
citatea celulară; 


Genele w. sînt dérepc M în celulele u de o protéind codificată de 
MATy proteina «1. În contrast cu această situaţie în cazul genelor a nu 


este necesară o proteină activatoare codificată de MATa. Se consideră că 


genele a sint represate în celulele o. Aceasta este realizată de o pro- 
teină codificată de altă genă din MATz, proteina 152. Proteina. «2, este 
un represor, situs specifie ce leagă ADN si care recunoaşte . un ‘situs țintă 
(o genă operatoare specifică a). localizată” înaintea celorlalte gene speci- 


| fice a. 


În situaţia in. care in . celulele 2n genele. specifice. lot sint represate, 
meioza si sporularea sint. inhibate. Acest fapt, presupune. și intervenţia 
unui al treilea reglator codificat de MAT, care necesită prezenţa pro- 
teinei «1 si a unui produs codificat de MATa — proteina a1. Activitatea 
a1—232 este responsabilă de majoritatea proprietátilor celulelor a/% Şi 
determină represia unei mari varietăţi de gere. De: exemplu, represia 
genelor Ix prin blocarea ttranscripţiei proteinei. «1, Celulele a/d nu ex- 
primă setul de gene specifice «. Mai mult, celulele a/x nu suferă inter- 
conversia tipului. de împerechere. deoarece al—au2 inhibă. transcrierea 
genei HO. Adiţional, al—u2 permit” desfăşurarea meiozei şi sporularea, 
represind transer iptul genei RME1. Produsul RMEI este-un inhibitor al 
meiozei si sporulárii si este produs în celulele a şi «. Un alt exemplu de 


represie al—y2 este elementul Ty—1 al cărui transcript este represat 
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de a1—22..O ipoteză plauzibilă ar fi că lanţul polipeptidic al asociat cu 
cel «2 formează un represor cu noi posibilităţi de recunoastere. Se pre- 
supune cá situsurile de legare pentru a1—4x2 sînt secvenţe înrudite care 
se găsesc in regiunile anterioare genelor represate de a1—22. 

“Cele trei activităţi reglatoare ale locusului MAT «1, «2 si a1—42 
dau posibilitatea studierii unei clase.de proteine reglatoare care nu rás- 
pund. la factorii externi (de exemplu, semnale nutritionale cum sint glu- 
cidele sau aminoacizii) dar conferă unei celule expresia proprie seturilor 
de gene responsabile de diferenţiere (Watson şi. colab. 1987)... n 

“Un mecanism similar a fost evidenţiat la Kluyveromyces lactis si 
Schizosaccharomyces. pombe. K.lactis prezintă două tipuri de împere- 
chere: a si '%, care pot fi interconversibile prin acţiunea a două gene [Hu 
si Ha. Ha este plasată la o; distanţă de.9 cM de locusul tipului de împe- 


Prin însămînțarea. pe mediu. nutritiv a celor două tipuri de celule 
haploide, a si la, are:loc formarea. zigotului, care este marcată de. trei 
evenimente : modificarea. formei celulelor, aglutinarea celulară și. blo- 
carea ciclului celular în faza G1, rezultind o populaţie sincronă. Sistemul 
de împerechere. a evoluat astfel, încît numai celulele din G4 se pot îm- 
perechea ;, pereţii celulelor: aglutinate suferă modificări structurale şi 
se rup suficient pentru a se realiza contactul și fuzionarea membranelor 
plasmatice, confluenţa citoplasmelor, și fuzionarea nucleelor sincronizate. 
Celulele ix și a care. nu se împerechează depăşesc faza Gy, datorită, pro- 
babil, endopeptidazelor de suprafaţă care distrug factorii de sex din me- 
diu (Hartwell 1973 ; Byers şi Goetsch, 1975 ; Reid si Hartwell, 1977). Se 
presupune cá degradarea enzimatică a pereţilor celulari este implicată în 
expansiunea (alungirea) și fuzionarea celulară, în reacţiile de impere- 
chere. S-a observat că prin amestecarea celulelor a şi ix crescute separat 
rata creşterii scâde, restabilindu-se după aproximativ 2—3 ore, moment 
în care are loc şi formarea zigotilor diploizi. Intirzierea creşterii se pro- 
duce aproape în paralel cu aglutinarea 'celulară, care precede conjugarea. 
Studiul cineticii. reacției de împerechere, efectuat de Fehrenbacher 'şi 
colab. (1978) a arătat'că aproximativ 50%% din celulele: unui amestec for- 
mează agregate după o oră'de la punerea în contact ; după 2—4 ore cres- 
terea încetează si 30—500 din: celule participă la formarea zigotului. 
Deformarea său expansiunea celulară precede fuziunea, ceea ce sugerează 
ideea că degradarea; parțială a pereţilor este indusă . de celule de tip de 
împerechere opus, în paralel cu contactul celular. S-a observat că acti- 
vitatea autolitică: este superioară. în amestecul de celule ix și a, determi- 
nată, probabil, de degradarea „enzimatică a pereţilor celulari. . LOT 


: La tulpinile homotalice conjugarea poate avea loc între spori ca Si 
iutre celule vegetative haploide, in diferite combinatii. Sporii, prin di- 
viziuni-repetate, pot forma clone haploide, ce se mentin mai multe ge- 
neratii, iar prin dublarea numărului de. cromozomi, pot da naştere la 
autodiploizi. Winge si Roberts au observat că hibrizii obţinuţi prin îm- 
perecherea sporilor de la S.cerevisiae (specie heterotalică) $i S. chevalieri 
(specie homotalică) au produs asce ai căror spori au dat naștere la 
clone diferite : două clone sporale, rezultate prin. germinarea. sporilor, 
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Fig. 49. Modelul interconversiei 
într-o celulă homotalică. Celulele 
mamă şi fiică sînt separate cu 
micromanipulatorul ; celulele a si 
u sint diferenţiate pe baza răs- 
punsului la factorul «; S — spor; 
Sl — prima celulá-fiicá a: spo- 


rului; $2 — a doua celulá-fiicá 
"ai, sporului ; SI-L — prima fiică 
a celulei Sl. Numărul indică 


stadiul celular (1 — celulă, 2. — 
celule,.4 — celule, * — celule tes- 
tate) (Herskowitz şi ‘Oshima, ` 

: di^ " 


„s-au menţinut în stare diploidă si au ma- 
" nifestat specificitatea de împerechere, iar 
ar celelalte două clone au devenit diploide și 
„după cîteva generaţii şi-au, pierdut. capa- 


citatea de U pi dă Lipsa ; pep ra a 


De aaa 


unei gene HO, gená pentru: Due 


sau ` homotalism. Starea ^ heterozigotă a 
^alelelor tipului de imperechere blochează 
"orice acţiune. ulterioară a genei HO (Mor- 


timer si Hawthorne, 1969). Hawthorne 
(1963) si Takahashi (1964) consideră acest 
fenomen ca un mecanism reglator, locusul 


tipului de împerechere fiind un: complex 
de cistroni (fig. 49). 


Takano şi Oshima (1967) au observat 
existenţa unor gene ' complementare. la 
Saccharomyces oviformis: Gena .HOx 


"poate transforma alela x în a, in timp ce 


transformarea inversă, a: în iw, necesită o 
genă modificatoare HM. 
Alelele tipului de împerechere a şi x 


'şi mecanismul fiziologic | al procesului de 


“împerechere : sînt comune: numeroaselor 
specii de drojdii : " Sacchar omyces cerevisiae, S. chevalieri, S. chodati; 
S. carlbergensis, S. diastaticus, S: italicus, 5. oviformis ete. (Mortimer 
si Hawthorne, 1969). 

. Locusul MAT controlează si alte aspecte ale: ciclului de viaţă. si în- 
tr-o oarecare măsură creşterea vegetativă, Haynes . şi Kunz (1981) au 
arătat că locusul MAT guvernează si gradul de rezistenţă al celulelor 'de 
drojdie la actiunea agenţilor mutageni. Livi si MacKay (1980) au 'ob- 
servat cá celulele diploide a/x. supraviețuiesc într-un procent mai mare, 
în urma tratamentului cu agenți mutageni, chimici, in comparatie. cu ce- 
lulele diploide homozigote a/a sau «/ix. 

Levi (1956), Duntze si colab. (1970) au. Eid alai cá celulele : ha- 
ploide secretă în mediul de cultură un feromon care determină modifi- 
cári biochimice structurale. dintre. care amintim : alterări ale suprafeței 
celulare (care măresc contactele selective) ; blocarea tranzitorie. a ciclului 
de diviziune în Gy'(care implică sinteza ADN nuclear si astfel sincroni- 
zarea stadiilor de creștere ale partenerilor de împerechere) ; sinteza pe- 
retilor celulari şi a membranelor plasmatice (care se realizează după. un 
model propriu, diferit de cel întîlnit în. cazul înmuguririi). 

Celulele diploide Vie Sri gs a/a nu AME kids] p nici nu 
răspund la ei. i 

Se presupune cá Aare tator de sex barttelps 4 in cor ea: dife- 
rentierii celulare. Studiul proprietátilor fizice şi chimice ale: factorilor 
de sex şi în special ale factorului u a evidenţiat natura lor „proteică, 
iind inactivati prin. hidroliză . puternică sau cu ajutorul unor. enzime 
proteolitice cum sint pepsina şi pronaza: 
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“Factorul u.. Caracterul «4 este corelat cu producerea de feromoni oli- 
. gopeptidici, evidentiati prin blocarea. ireversibilă a creșterii : celulelor. a 
in G. Prezenţa factorului « a fost dovedită prin acumularea de celule 
neinmugurite în populațiile de celule, inhibarea: creșterii celulelor a,-pre- 
zenta.unei arii, detectabilă cu ochiul liber, in care celulele a nu: mai 
cresc, şi alungirea celulelor a. Proprietatea feromonilor de a induce. aglu- 
tinarea între: celule. poate, fi stabilită | spectrofotometric. sau prin :calcu- 
larea, intensității. celulelor. aglutinate, creşterea. mărimii agregatelor: prin 
determinarea. diferenţei. dintre numărul. total de celule, înainte si după 
sonicare și urmărirea directă a formării zigoţilor.. 


. Factorul «a fost purificat din filtrat de celule '%, colli fidi in dedii 
lichid si^caracterizat de Duntze şi colab. (1973), Stótzler si Duntze (1976). 
“Moleculele de factor g, studiate: în diverse laboratoare s-au dovedit a fi 
tridecapeptidice. sau d paie tă liniare cu aceeași! secvență de ami- 
noacizi Mis A 8). 


Tabelil 5 
` Peptide biologie- -active produse de specil de Saccharomyces (Thorner, 1901) 


Specia, nde at e Structura primară 
Soicerevisiăe 710 S aie N dis His-Trp-Leu-Glu-L'eu-Lys-Pro- Gly- GIn-Pro-Met-Tyr- 
X 9180:bB5s!iti6ng ONE D .. His- Trp-Leu- Glu-Leu-Lys-Pro- Gly-Gln- Top a 
S .Cerebisiaé ci. vinee Cida -++ His-Trp-Leu- Glu-Leu-Lys-Pro-Gly- GIn-Pro-Met-Tyr. 
S. cerevisiae ilie ^ ta Trp- -His- "Trp- EN Glu-Leu- -Lys- Prop- -Gly- GIn-Pro-Met- Tyr 
H 15: atata ; tip i Ue. Arg-Gly-Pro- -Phe- Pro-Ile- 
1 LIEU. 2 e Wir 

S. lugveri .. & c .. (His-Trp-Phe-Ser-Leu- -Lys-Ser-Gly-GIn- Pro-Met- -Tyr) 
TIPO e 1: ele E x 
S. cerevisiae ` lA (dins Tyr-Ile-le-Eys-GIy-Val-Phe-T. rp-Ala-Asx-Pro 

Sams fiur Tyr-Ile-Ie-Lys-Gly-Leu-Phe-Trp-Ala-Asx-Pro 
X2180-1A& i Tyr-Ile-Tie-Lys- Maps re UE Pro- 


Páttorid ix “are “o> “greutate moleculară ide 1000—2 000 aatri si 
este rezistent la fierbere si pH acid si instabil la pH alcalin. McCullough 
Și Herskowitz (1979) au iconstatat cá. feromonul produs de celulele ha- 
ploide u de. la: ;S:klugveri, ‘în concentraţie mare, determină oprirea :cres- 
terii în: G4. si schimbarea formei celulei a de S.cerevisiae, dar cu o: efi- 
cientà mai mică decît factorul « de la S.cerevisia2. Factorul ix/de la 
S:kluyveri prezintă o:structură apropiată factorului i de la S.cerevisiae; 
demonstrată prin: reacţia cu anticorpii la capătul carboxiterminal al fac- 
torului « de S.cerevisiae şi compoziţia în aminoacizi care este. similară 
cu a factorului lo de la: S.cerevisiae. Factorul «u de la S.cerevisiae: este 
format din L-aminoacizi nemodificati, ale căror capete terminale amino- 
Și carboxi- sînt libere. În preparatele 'de factor « au fost identificate can- 
titáti variabile de factor « des-Trp (reziduu Trp lipsit de capătul amino- 
terminal) şi molecule care au suferit- alterări de tip oxidativ (reziduu 
Met convertit în metionină sulfoxid). Factorul w des-Trp prezintă activi- 
tate biologică normală dar speciile oxidate prezintă o' reducere a. activi- 
tății specifice de 10 ori. Jumătatea carboxiterminală a moleculei facto- 
rului- « (Pro-Gly-Gln-Pro-Met-Tyr-COOH) prezintă. o torsiune asemănă- 
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toare lanţului poliproliná. Îl în structura tridimensională a hormonului 
gastrointestinal, poliptid  pancreatic avian. (-Pro-Ser-Gln-Pro-Thr-Tyr-). 
Această regiune poate conferi specificitate si conformatie relativ stabilă 
- feromonului; în ciuda lungimii relativ mică a lanțului. | 
"Factorul i este un peptid' relativ hidrofob, cu reziduuri nepolare. 
Factorul & purificat este solubil în metanol 80—1009/, (mg/ml). În timp - 
ce în soluţii tampon apoase cu pH neutru pot fi preparate soluţii 100 gg/ml: 
La pH alcalin factorul `x- purificat prezintă o tendință accentuată de 
separare în două faze — o fază neapoasă de izobutanol si o fază'apoasă. 
Rolul factorului « de semnal primar în inducerea împerecherii cu celú- 
lele a a fost dovedită prin sinteza unui polipeptid care a manifestat 
aceeaşi activitate ca feromonul natural. Prin prepararea unor forme alter- 
native.ce includ sinteza. unor molecule ce nu prezintă anumite reziduuri 
individuale sau blocuri de reziduuri, înlocuirea diverșilor aminoacizi in 
una sau mai multe poziţii si modificarea covalentă fie a capătului ter- 
minal fie a celui aminoacid, Maness si Edelman (1978), Fienkelstein și 
Stransberg (1979), Ciejek si colab. (1981) au ajuns la concluzia că o 
mare importanţă pentru activitatea biologică o au His2, Leu6 si Lyst. 
Orice alterare in secvenţa primară a factorului «, cu excepţia schimbării 
sau manipulării Trpl (si posibil Trp13), reduce. drastic activitatea biologică 
specifică (7109. . ^. | x eile i 
Prin analogie cu acţiunea hormonilor peptidici de la-eucariote supe- 
rioare se consideră cá factorul 'u acţionează prin legarea la un receptor 
specific de pe suprafaţa. celulelor haploide: a. Răspunsul celulelor. a/ 
depinde de concentraţia factorului « $i sé poate apreciă prin apariţia ce- 
lulelor elongate datorită inducerii blocării în G} sau prin creşterea gra- 
dului de .aglutinare. Aceste observaţii sint compatibile cu existența: pe: 
celulele a a unor molecule receptoare pentru factorul iv, fiecare: putînd 
să lege o singură moleculă de feromoni. Moleculele receptoare sînt iden- 
tice si nu reacționează între ele. Concentrația de feromoni necesará blo- 
cării celulelor in G;, modificării morfologiei celulei a şi creşterii adezivi- 
tátii este dependentă de concentraţia celulelor a. La o:concentrație mare 
de celule a este necesară o concentraţie corespunzătoare a factorului «. 
La o concentraţie foarte scăzută de celule a (102/m]), cantitatea de. fero- 
moni necesará este mică. ::.... A i x 
Fehrenbacher şi- colab. (1978): au.observat cá în amestecuri celulele a 
cu aşi a cu a aderă numai în procent de 3—50/;, iar tratarea cu feromoni 
a acestor amestecuri nu măreşte‘ capacitatea . de aglutinare. Aglutinarea 
celulelor a si 'w este dependentă de concentrațiile ionice. şi : afectează 
5-—209/, din celule. Prin 'adăugarea de feromon procentul de :celule care 
aglutinează ajunge la 40—50 și celulele se prezintă sub forma unor grămezi 
“care nu sînt disociate la forte ionice. joase: Acelaşi grad de.stimulare este | 
observat si dacă ambele tipuri de.celule sînt supuse unui pretratament cu 
hormoni sau dacă celulele a sînt preconditionate cu factorul x. S-a obser- 
vat cá aglutinarea este blocată de inhibitori ai: ARN şi proteinelor, fără - 
a afecta sinteza polizaharidelor. . . | | 
„> Desi măsurătorile de cinetică au stabilit prezența unui receptor: spe- 
cific pentru factorul iu pe celulele, a, măsurătorile directe ale, situsului de 
legare. pentru factorul lx, marcat, radioactiv, de pe celulele a'şi '« nu. au 
relevat o legare preferenţială strictă faţă de celulele: haploide a. Exis- - 
"tenta receptorilor. specifici pentru factorul «;a fost demonstrată și de 
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identificarea de către: Hartwell (1980) a mai multor gene diferite,: care 
in stare defectivă conferă celulelor a rezistenţă la factorul% si sterilitate, 
Una dintre aceste. mutatii:ste2, specifică pentru: tipul de împerechere, . 
conferă insensibilitate: la feromoni si sterilitate numai. la haploizii: a... 
Interaetia factorului. « eu un: receptor a fost demonstrată de obser- 
vatia: cà celulele a sînt capabile să distrusă Fii eS imediat ce: Den 
actioneazá cu SUN 


Throm si Duntze (1970) au constatat că efectul factorii lu este. 
tranzitoriu. Chiar dacă factorul;x nu este îndepărtat din culturile, tratate, 
prin schimbarea: mediului 'de cultură, celulele a depăşesc faza de cul- 
tură G, și se multiplică vegetativ. La densitate celulară constantă, cres- 
terea concentrației initiale: dé feromoni determină o blocare - mai inde- 
lungatá a ciclului celular in Gu. Hicks si Herskowitz (1976), Chan (1977). 
au sugerat cá reluarea multiplicării se datorește inactivării factorului w 
de către celulele a. Utilizînd factorul x, marcat cu 1%, Maness si Edelman’ 
(1978): au demonstrat că feromonul este alterat în prezenţa celulelor a. 
Se consideră că. proteoliza este implicată: în mecanismul' de acţiune a 
feromonilor, deoarece prin incubarea celulelor a, în prezenţa. trasylolului, 
un inhibitor proteazic,. are loc blocarea celulelor in Gi. Se presupune că 
proteoliza 'este necesară „pentru fragmentarea feromonilor și facilitează 
astfel pătrunderea prin. peretele celular și acţiunea intracelulară. La o 
densitate a celulelor a de 109—107 celule/ml si concentratia feromonului : 
de 10-9 M. Ciejek si Thorner (1979 au observat cá rata proteolizei fac- 
torului æ; la 25°C, este de aproximativ 107 molecule de feromoni cli- 
vati/minut: și per celüle a. Clivarea primará are loc între Leu6 si Lys7. 
Ciejek si Thorner (1979) apreciază că feromonii intacti manifestă acti- 
vitate biologică: iar inactivitatea - factorului g` determinată deblocarea 
celulelor aflate în: Gj. Cercetările întreprinse de Chan si Otte (1981), cu 
diverse mutante, au demonstrat cá proteoliza nu face parte obligatorie 
din: mecanismul de acţiune a factorului w. Cercetările întreprinse asu- 
pra unui număr mare "de mutante supersensibile la factorul « au dus la: 
identificarea'-a cel puţin două gene SST1 si SST2, care în stare defectivă: 
măresc” răspunsul celulelor a la factorul «x. Ciejek (1980) a observat cá 
celulele a ce poartă o mutatie degradează factorul « marcat cu *H mult 
mai slab decît tulpinile normale si par a fi deficiente într-o singură 
peptidazá ce se leagă: de membrană. În ciuda faptului că celulele haplo- 
ide a pot degrada factorul « prin proteoliză, se pare că celulele a nu se - 
pot divide în prezența feromonilor, chiar dacă factorul « este în cantitate: 
foarte mică 'sau în condiţii in care rata de degradare a factorului « este: 
nesemnificativă ; celule a' încep să se obișnuiască cu anumite concen- 
tratii de factor ix: Nu se stie dacă procesul de adaptare! se datorește unei ` 
reglări a: complexului factor «y — receptor prin endocitoză sau este re- 
zultatul: unei regenerări slabe a unor căi metabolice. Spre. deosebire de - 
celulele a- țintă, “celulele & cu creștere exponențială nu degradează fero- 
monii proprii şi nici nu elaborează un inhibitor extracelular. 

Finkelstein si Strausberg (1979) au arătat cà abilitatea de a degan i 
factorul « prin proteoliză este o altă trăsătură distinctă ce diferenţiază 
cele două tipuri de. împerechere. Extracte de: celule i, sferoplasti de 
celule. œ și chiar celule in;faza staţionară tirzie acţionează asupra facto- - 
rului « şi determină clivajul moleculei într-o manieră similară celulelor a 


Deoarece spectrul peptidazei ce se leagă de membrană este A ză 
mativ identic la celulele a și «, diferența între celulele haploide-a-și w 


11 — Biologia si tehnologia drojdiilor — cd. 31 164.. 


in:privinta proteolizei factorului œ constau in accesibilitatea feromonilor. 
la sistemul de degradare. S-a sugerat că celulele « si a diferă în 'capa- 
citatea de a răspunde la factorul « concretizat prin schimbarea formel. (de 
la rotundă. la alungită). Schekman și Brawley (1979) au observat cà 
feromonii determină modificări structurale, în; special la nivelul locului 
de sinteză a chitinei şi. altor componente ale peretelui celular. Deoarece 
în prezenţa factorului lx, celulele a cresc în volum și lungime, rezultă. 
forme. ovale, asimetrice, morfologic distincte, ca.o pară, denumite de 
Roman (1980) shmoos. Se presupune că. deformarea celulelor ar fi rezul- 
tatul sintezei de novo a peretelui celular şi/sau a. alterărilor din struc- 
tura peretelui care permite expansiunea. S-a observat. că celulele shmoos 
sint mult mai sensibile la actiunea glucanazei (nu si.a proteazei), iar 
peretele lor apare: mai subţire în regiunea extinsă a celulei. S-a demon-; 
strat cá aceste modificári si transformarea. în celule -shmoos sînt blocate 
de cicloheximidă si de inhibitori ai sintezei peretelui celular (Goode- 
nough, 1980). Schekman si Brawley (1979), au semnalat o puternică acu- 
mulare a chitinei în lungul regiunii conice a celulelor shmoos . Si au 
demonstrat că. factorul lx stimulează sinteza. chitinei. Datorită acestor. 
modificări celulele a shmoos sînt mai inacceptabile la digestia cu gluca-. 
naza decît celulele normale. Polster, si MacKay. (1980) experimentind cu 
sferoplasti a au constatat că aceştia nu răspund la feromoni, Si se con- 
tinuă sinteza ADN în prezenţa factorului (4..Se presupune că lipsa răs- 
punsului la feromoni se datoreste ruperii legăturii dintre receptori și fac- 
torul : în condiţiile unei presiuni osmotice “crescute sau degradării fero- 
monilor, ca rezultat al creșterii gradului de SERIAS la pERESAZA, în 
urma îndepărtării peretelui celular. 


Liao si Thorner (1980) au studiat efectul factorului s. | asupra activi- 
tátii adenilat-ciclazei la nivelul peretelui ; celular de S. cerevisiae şi au 
i constatat că factorul « inhibă puternic, în raport de. doză, activitatea. 
adenilat-ciclazei. Goodenough (1980) a arătat că aditia de factor i. inhibă. 
aproximativ 40% din adenilat-ciclaza în cîteva minute iar AMP exogen. 
interferează cu factorul « in stimularea blocării în: G; si produce: modi- 
ficări morfologice în celulele a. Integritatea peretelui celular, este esenţială 
în. exprimarea . acestui efect evidenţiat în experienţele de solubilizare a 
enzimei cu detergentul triton xX—100, care îndepărtează complet blocajul 
factorului a. Thorner (1981) a constatat cá.feromonul nu prezintă efecte. 
detectabile asupra activității cAMP prezent în .extractele de drojdii iar 
inhibarea in vitro a. activităţii adenilat-cielazei de către. factorul « este 
specifică. De exemplu, prezenţa cAMP (1—10 mM) în mediul de cultură. 
favorizează redresarea celulelor haploide a. Experiențele în vitro- au 
oferit date semnificative referitoare la modul: de acţiune al feromonilor 
in vivo. Ciejek si Thorner (1979) au observat cá secventele. (Pro-Gly-. 
Gln-Pro-Met-Tyr ) nu inhibă în vitro adenilat-ciclaza. Creşterea concen-. 
traţiei de cAMP. în spaţiile intracelulare are un efect antagonic asupra - 
activităţii factorului x, în timp ce scăderea concentraţiei din celule, cau-. 
zată probobil de factorul x, reduce activitatea kinazei și determină astfel 
scăderea ratei fosforilárii anumitor proteine. ţintă, proces care afectează 


activitatea sau structura proteinelor implicate în controlul diviziunii 
celulare, reglarea ace iei genei și a altor funcții metabolice,. necesare 
conjugării. | WP bed. 
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" Factorul a. Factorul a, mai greu de analizat, este asociat într-un com- 
plex de hidrati de carbon, cu greutate moleculará mare. 

Hartwell (1973).a observat. că prin insáàmintarea celulelor « cu a, in 
vederea împerecherii, se înregistrează același număr de celule neinmu- . 
gurite, pentru ambele tipuri de împerechere, situaţie explicată printr-un 
efect reciproc al celulelor. g si a. Wilkinson şi Pringle (1974) au constatat 
că filtrate concentrate de celule a blochează creșterea celulelor x. Duntze 
a purificat din mediul. de cultură al celulelor a două oligopeptide care 
acţionează asupra celulelor x, dar nu st n celulelor a sau alig. 


. 2241.6. BIOSINTEZA FEROMONILOR 


Studiul secventei. ADN a locusului MAT a dat posibilitatea cercetă- 
torilor Astell și colab. (1981), Nasmyth si colab. (1981) să “stabilească că 
informaţia pentru structura factorului « nu este codificată. de însăşi lo- 
cusul tipului de împerechere. Sprague şi. colab. (1981) au i observat. că: 
o mutație specifică a celulei, « (Ste. 13-1) care cauzează defecte de îm- 
perechere determină și alterări in: structura primară a : factorului «. 
Această mutație segregă ca o singură genă nucleară, dar nu este linkată 
de locusul MAT. Mutaţia ce determină producerea formei modificate a 
factorului x nu este defectivà în împerechere. Diploizii «/a funcționali, 
ce poartă ambele mutante ;și o. genă pentru factorul « normal, produc 


forma normală a feromonului. Absența codominantei sugerează cá mu- 
tatia reprezintă o. leziune într-o genă, care apare mai degrabă in urma 
alterării unei gene: ce codifică pentru un precursor al feromonului decit. 
în urma modificării secvenței ADN a: genei structurale pentru feromon. 
Mutantele ce nu produc feromoni sînt sterile, din care unele nu apar. 

în locusul. MAT si nu sînt alele cu genele mutante care. determină pro- 
ducerea de factor œ alterat. Jones-Brown și colab.. (1981), Ciejek si 
colab. (1977) au arătat că deoarece factorul « este în mod normal prezent 
în mediul de cultură al celulelor x în concentraţie scăzută, 1077—1078 M, 
iar din 200 1 se obţin numai 10—20 mg de. feromon, s-a format. párerea 
greşită cà. producţia factor ului & reprezintă numai a 10-a fracțiune din 
capacitatea. celulei. haploide: w.: Scherer si colab. (1974) au observat că 
apariţia factorului « ín lichidul extracelular este rapid inhibată prin 
adăugarea. de cicloheximidá sau prin introducerea de celule x sensibile 
la temperatură care blochează sinteza ARN şi/sau a: proteinelor la tem- 
peratura nepermisivă. Aceste, observaţii au sugerat că sinteza factoru- 
lui '« implică, traducerea ribozomală a unui ARNm specific. Tanaka. si 
Kita (1977) au raportat prezenţa în mediul de cultură al celulelor ix a unei 
cantităţi mici: de, polipeptide legate de factorul a, a cărei secvenţă este 
Trp-His-Trp- -Leu-Gln-Leu-Lys-Pro- -Gly-Gin-Pro-Met-Tyr- (- Ala Asx, Gly, 
lle, Lys, Val, Ala, Asx, Ser, Thr) si care a fost interpretată ca un. pre- 
cursor al factorului e. S-au identificat unele mutante ix incapabile.. să 
producă factor -4 activ, fiind defective în proteaza responsabilă de sinteza. 
precursorului feromonului. Aceste mutante pot. acumula precursori ce 
pot fi folosiţi pentru studiul mecanismelor de transformare a precursori- 
lor la feromoni. Mutatia Kex2 care împiedică secreția taxinei killer deter- 
„mină defecte in împerecherea celulelor dar nu a celulelor a. Blair 
(1981) a observat că alterări în Kea2 împedică celulele haploide a să pro- 
ducă un factor « activ. 
Producţia de feromoni si răspunsul celulelor la aceștia sînt corelate 
„cu procesul de împerechere. Rolul important al feromonilor în împere- 
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chere a :fost: demonstrat și de descoperirea. a numeroase -tulpini haploide 
defective în împerechere, care: nu produc feromoni iar mutantele a selec- 
tate ca rezistente la factorul « s-au dovedit în majoritatea cazurilor defec- 
tive în împerechere. Prin plasarea în mediu nutritiv. a unui diploid de - 
S.:cerevisiae, sporulat, sporii vor germina direct in ască: şi, o dată deve- 
niti metabolic activi, vor fuziona:pentru a. forma două celule; diploide. - 
Deoarece feromonii celor două: tipuri de: împerechere de la 5. cerevisiae 
blocheazá reciproc creșterea vagetativá a haploizilor a-şi :s-a sugerat că. 
răspunsul: presupune sincronizarea ciclului celular.al celulelor-a Six, ab- 
solut necesară împerecherii. Hartwell si colab. (1973) au demonstrat că 
factorul œ determină blocarea ciclului: celular: de diviziune al celulelor a 
în primele etape ale fazei G. Factorul g blochează duplicarea corpilor 
polari ai fusului de diviziune si inițierea replicării ADN-ului  cromozo- 
mal. Buckirig-Throm si colab. (1973), Hartwell şi colab. (1973) au con- 
statat că -numai celulele aflate in Gi sint capabile de împerechere. Tac- 
torul: a împiedică inițierea- ciclului celular al celulelor a dacă acestea - 
se găsesc în faza Gi timpurie, i iar dacă celulele: a au depășit deja faza: Gi 
ele isi desávirsesc ciclul celular, chiar în prezența factorului a. Se consi- 
deră că factirul lo determină blocarea în. G, în mod diferit in comparaţie: i 
cu alte procedee [înfometare cu fosfat sau sulfat, aditia de etioniná, 
“schimbarea unei mutante 'sensibile la temperatură (cdc19) in 'con- 
ditii neperrnisive], care probabil -determină blocarea celulelor a în “faza 
staționară prin inhibarea metabolismului sau prin limitarea unor“ cái 
metabolice necesare creşterii. Aceste concluzii se bazează pè observaţia . 
-că în celulele. a, expuse acțiunii factorului o, rata de sinteză a ARN-ului, 
proteinelor, . polizaharidelor și chiar a: ADMmzt,: sint relativ : neafectate, 
desi este -afectat procesul de replicare: a "ADN-ului:cremozomal... 

- Desi blocarea în G}, facilitată de feromon, este: o condiţie: obligatorie IE 
ner conjugare si fuziunea celulelor de'sex "opüs,' "acestea trebuie “să : 
adere strîns unele de altele. Celulele de drojdie, nefiind mobile, eficienţa 
împerecherii depinde de oportunitatea contactului celulă-celulă, realizat 
prin coliziune randomică; Procentul de celule care: se: împerechează de- 
pinde de: tehnica care: facilitează: aducerea! în contact a partenerelor si . 
v&riazá intre 10 si 200%, în cazul úñei agitatii ușoare à mediului de cul- 
„tură si 1009/5 în cazul împerecherii: directe a celulelor a'şi a, cu ajutorul ` 
micromănipulătorului. Reusita | împerecherii | necesită contactul”. strîns- 
celulá-celulá, dovedită prin observaţia cá aglutinarea celulelor a si « se- 
realizează : mai: puternic cînd celulele a prezintà' o alterare a suprafeţei 
peretelui celular; determinată dé acţiunea factorului X. În situaţia in care - 
celulele a si « nu sint puse anterior în contact sau sînt amestecate în: 
condiţii care nu asigură - celulelor” un contact: strîns, desi: intereactíile 
reciproce sint mai puternice decît ale'celulelor dé- 'acelasi tip de impere- 
chere, se apreciază că 'celulele exprimă numai nivelul bazal de aglutinare. 
Yánagishima si colab. (1977), Fehrenbacher și colab. (1978) au observat 
că la 20—60 minute după incubarea unui amestec de împerechere in me- 
diul de cultură sau după incubarea fiecărei tulpini haploïde cu feromonii | 
corespunzători, purificati, ceruiere de tip de i ra n opus: aderă 
puternic, unele la altele. * 


„Celulele aau fost grupate î în două clase i in raport cu răs ipunsul dat în 


Z5 


amestecare ;. tulpini a. dndüetibile; care. necesită o. perioadă de incubare 
îmnreuriă cu celulele «; pentru realizarea unei aglutinări puternice, 
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. Betz si colab. (1978), Hartwell si colab. (1981) au constatat o mic- 
şorare a.competentei majorităţii tulpinilor haploide a în aglutinare în 
cazul expunerii celulelor :u la factorul a sau la celulele a. Gradul intrinsec 
înalt al puterii de aglutinare al celulelor constitutive, observat la. 23... . 
28*C, poate fi eliminat prin creșterea. celulelor la 34...36*C. După culti- 
varea la. temperatură ridicată, tulpinile a constitutive se comportă asemă- 
nător tulpinilor inductibile. Pe baza. acestor.. observații se: consideră “că 
gradul. intrinsec al, puterii de aglutinare şi adeziunea specifică impere- 
cherii sînt. funcţii separate determinate. de diverse, molecule, care. diferă 
An privința termostabilitátii. Se presupune insá cá fractiile oligopeptidice 
mediază recunoașterile intercelulare specifice. O alternativă posibilă. este 
că celulele a: inductibile prezintă sintezele de aglutinare specifice împe- 
recherii * represate la” toate temperaturile printr-un element reglator 
negativ, a cărei acţiune! poate fi împiedicată prin expunerea celulelor la 
factorul: «, avind ca' rezultat sinteza unei aglutinine de împerechere. Se 
„apreciază că în baza acestui model expresia aglutinării la temperatura 
'constitutivá ste depresivă la 23... 28°C, deoarece, represorul poartă. un 
defect! carâ-i . conferă sensibilitate la rece. La temperaturi joase, la care 
represorul este inactiv, aglutinarea se realizează 'chiar dacă celulele sint 
“sau nù expuse acțiunii “factorului. ix (fenotip constitiitiv), în timp ce la 
temperaturi, 'ridicate, la” care represorul este operativ, aglutinarea se 
produce' numai în prezenţa , factorului ix (fenotip inductibil). Acest model 
presupune cá eliminar ea totală. a represorului va determina ca o celulá a 
sá fic constitutivă pentru exprimarea aglutinării la toate temperaturile. 
Printre tulpinile a, Doi si Yoshimura. (1978) au identificat o mutație sagl . 
care. controlează fenotipul constitutiv. Realizarea unui diploid a/a prin 
fuziunea protoplastilor, apartinind unei tulpini inductibile a si a unei 
mutante sagl constitutive a, a^ demonstrat că starea constitutivă este 
.recesivá. faţă. de .cea inductibilă, . situaţie observată de Yanagishima si 
Nakagawa., (1980). și in cazul tulpinilor naturale a. 'Analiza a 59 asce.a 
evidentiat că mutatia sagl segregá ca o genă nucleară singulară in încru- 


.cisárile cu o tulpină a, inductibilă. Şi s-a dovedit d E. inseparabilă de 
„locusul MATa: 


În prezenţa factorului « a. sinteza. “componentelor peretelui. celular în 
celulele. a pare a, fi alterată, fiind sintetizată, o cantitate mai mare de 
-glucan Si mai putin: manan... Tkacz și MacKay (1979) au constatat că 
mananul din celulele a, expuse acţiunii factorului: x, constituie o pro- 
portie cresculă de oligozaharide și lanţuri x (1—6) nesubstituite. Aceastá 
compoziţie. explică. probabil capacitatea mai mare de legare. a concava- 
ninei A. Imaginile electronomicroscopice au reliefat cá protuberantele 
celulelor a prezintă un perete celular mai subțire și conţine vezicule 
mici, observate şi la emergentele mugurilor celulelor vegetative care 
probabil contin enzime active și precursori pentru creşterea membranei 
Si a peretelui celular. Alterările: observate la nivelul suprafeţei celulare 
reflectă probabil activităţile intense și procesele de sinteză care au loc 
'Sau:-sint.-consecinta - expunerii. suprafeţei celulare, asociată aglutinării, 
responsabilă: de: adeziunea- intereelulară specifică, imperecherii.. Betz 'si 
cclab; (1978), Fehrenbacher şi colab. (1978) apreciază. că în orice eveni- 
ment, cresterea cantităţii de feromoni ce determină o. creştere a gradului 


de aglutinare-necesitá sinteze proteice. Cu toate acestea, inhibitorii :sin- 
tezei polizaharidelor - si.. glicoproteinelor - (tunicamicina, 2-deoxiglucoza, 
amfomicina) nu împiedică acţiunea feromonilor chiar la concentraţii ce se 
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- presupun a avea efect inhibitor. Prin tratarea celulelor a $i «'cu suc de 
melc sau prin autoclavare, fractiunile glicoproteice sînt eliberate. Ballou 
(1982) a identificat mai multe mutații mnn2: (care alterează structura 


mananului) ce determină o adezivitate intrinsecă a celulelor haploide de 
tip de imperechere opus si prezintá o crestere a gradului de aglutinare, 
dupá expunerea la feromoni. Spre deosebire de blocarea diviziunii celu- 
lare, determinată de feromoni si care are loc numai in G, aglutinarea 
indusă de feromoni are loc in orice-fazá.a ciclului celular. După tratarea 


cu feromoni s-a observat cá celulele haploide, aflate în diferite stadii ale 
ciclului celular, formează agregate de Qi ăi S- -a Su edid cá 
numai celulele neinmugurite se pot conjuga. 


Se apreciază că cu cit este mai mic AR de muguri. cu atit: este 
mai mare potentialul de imperechere. Doi si. Yoshimura. (1978) au obser- 
vat cà celulele inmugurite, blocate în faza S, prin: tratare cu hidroxiuree, 
sau celulele blocate in orice stadiu al ciclului celular, prin transferarea 
mutantelor. cdc la temperaturi nepermisive, pot. aglutina sub acţiunea 
feromonilor, inducerea aglutinării fiind primul“ răspuns, la tratamentul cu 
feromoni, deteotabilă după 15 minute si cel mai tirziu la 45— 60 minute. 
Dacă fractia neînmugurită a unei populaţii de celule haploide vegetative 
este izolată, celulele nu vor aglutina decît slab cu celule haploide « nein- 
mugurite şi formează zigoti numai după ce celulele a sint. incubate cu 
factorul 'u, timp de 20—60 minute. Aceste rezultâte demonstrează că, blo- 
carea ciclului celular în Gi nu este suficientă pentru conferirea .compe- 
tentei de. imperechere, cel putin pentru celulele a şi sugerează că facto- 
rul: a este esenţial pentru, o imperechere eficientă. 2 | 


Í ) TUM 
2. “FUZIUNEA NUCLEARA (CARIOGAMIA), 


Este ultima etapă a conjugării Si este iniţiată la capetele! distale ale 
fiecărui nucleu diploid. Fuziunea determină formarea unui, singur şi mare 
corpuscul polar. 


După ce cele două a haploide au fuzionat si noul nucleu diploid 
are un corpuscul polar complet, poate avea loc ciclul celular . vegetativ. 
normal sau 'să intre în meioză. Conde şi Fink (1976), Dutcher (1980) au 
identificat o serie de mutații kar (defectivà în cariogamie) care împiedică 
fuziunea nucleară. Consecința împerecherii unei astfel de tulpini ce poartă 
o mutație kar este formarea unui zigot binucleat (heterocarion). Byers 
(1981), Pringle (1981), Hartwell (1981), au observat'cá uncle mutații cdc 


(cdc4, cdc28, cdc34, cdc3T) prezintă de asemenea fenotipul ii Cpt 
1981) 


2.2. CICLUL DE VIAȚĂ LA... 
(0 Schizosaccharomt yces. fomba 


În Joti de viață al lui S. pombe Sedda haplofază, seti. diploia 
fiind reprezentat de zigot. Imediat după formarea zigotului are loc divi- 
ziunea reductionalá, în urma căreia se formează patru ascospori  haploizi: 
Leupold (1950) a arătat cá răspunsul la împerechere. se găseşte sub con- 


irolul'a trei gene alele : ht, h7, h”. Genele h*'si ha determină hetero- 
talismul iar gena h” conferă homotalismul. Existenţa unui locus complex 
a fost demonstrată prin incrucisarea alelelor h*xv- ce au dat in descen- 
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dentá fenotipul determinat de gena h%, într-un procent dé 0,4%. Liniile 
diploide. Rh sau hh- pot fi izolate pe mediu selectiv, menținute si 
folosite în diferite studii ale: complementaţiei sau inducerea poliploizilor. 
Diploizii RRV, n997:—, Rh si hth— crescuţi pe mediu cu malt pot suferi 
o diviziune meiotică, dînd naștere la ascospori, în timp ce diploizii hth+ 
şi h-h- nu sporulează, dar amestecați formează zigoti de două tipuri : un 
tip formează patru spori diploizi mari iar al doilea tip formează 5—-8 spori 
haploizi, de dimensiuni reduse. Mortimer si Hawthorne (1969) consideră 
că” sporii diploizi au rezultat în urma. meiozei unui zigot tetraploid, iar 
cei haploizi sint rezultatul a două diviziuni meiotice succesive pe care 
le-au suferit nucleele diploide. parentale, care: au fuzionat (fig. 50). . 
Majoritatea speciilor de Saccharomyces formează asce ovale sau tetra- . 
edrice în care configuraţia sporilor nu este determinată genetic. La 
Schizosaccharomajces -pombe sporii. sînt dispuși în asce’ liniare, asemănă- 
nătoare cu cele de la Neurospora crassa. La Saccharomyces ascele lineate 
apar numai la anumiţi hibrizi si în condiţii speciale. de sporulare. La 
Schizosaccharomyces pombe, sporii pereche de la extremităţile ascelor 
sînt frati, în timp ce la Saccharomyces, Magni (1961) a observat că sporii 
opusi au fost fraţi: numai în 1/3-din ascele ovale studiate. Hawthorne 
(1955) a demonstrat, genetic şi citologic, că în ascele liniare există o dis- 
punere alternativă a nucleelor. De exemplu, gena trpi strîns legată de 
centromer, în 95% din ascele studiate, a avut o configurație liniară 
TrptrpTrptrp. Diferenţa de 5% a fost formată din asce cu configuraţia 
TrptrptrpTrp sau trpTrpTrptrp datorată migrării nucleelor. care deter- 
 miná' ca sporii de la extremitățile ascei să fie frati, modificind: configu- 
ratia alternativă a sporilor în asce. 1 Hw nd 
. “Experiențele de încrucișare inire tulpinile heterotalice (tip de îm- 
perechere plus si minus) şi homotaliee (h90) efectuate de Leupold (1959) 
și Egel (1977) au relevat că regiunea ce controlează ciclul de viaţă pre- 


„ Zigot. 


Fi | "m ' Meioza 
Homotalic | 


| a" o 0 ca, 


O O Spori 


.:Hapltofaza 
>M Fig. 50. Ciclul de viaţă de la Schizosaccharomyces pombe (Esposito 
| eU bor egi ! coena B şi Esposittoj 1975). -* 10 | AL 
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zintá două părţi. mati si mat2. Egel (1977) consideră cá: mati contine 
informaţia pentru tipul de împerechere minus (M), iar mat? informaţia 
pentru tipul de împerechere plus (P). O regiune invertibilă între-matl și 
mat2 conduce la exprimarea exclusivă a lui M sau P. Potrivit unei. ipo- 
„teze recente: (Leupold, 1980 ; Egel, 1981); mat2 este analog cu unul dintre 
locusurile de la S. cerevisiae si contine informaţia genetică silentioasá P. 
Cînd această informatie este transpozabilă. la: matl: (un -„locus: playback“ 
anâlog cu MAT de la S. cerevisiae) celulele exprimă tipul de împerchere 
plus:-Leupold (1980), Egel (1981) postulează că tipul de împerechere minus 
poate: fi determinat prin insertia informaţiei M dintr-un locus. silențios 
necunoscut, În mod: alternativ informaţia M: este i iim ia in locusul 
mati 


Se apreciază cà. ida K. lois. si S. ien X UTOR A AT de: im- 
perechere se realizeazá prin rear anjamente genome în care. se Esc 
; eee de ponto sau QUA id : EFES 


2.3. CARACTERIZAREA GENETICĂ A : DROJDHLOR 
INDUSTRIALE CE ERAEN GENULUI SACCHAROMY CES: 


10) próblemi de bazá in Eilina UA € d efto Md. 
dustriale. este identificarea precisă a seturilor de- cromozomi. - “Pe -baza 
segreg ării fenotipurile de împerechere şi sporulare, Eweis (1961) a- sugerat 
că drojdiile de bere (S. carlsbergensis si: S. cerevisiae), de vin (S. ellipsoi- 
deus) si producătoare de etanol (S. cerevisiae) sint. in general. homotalice 
diploide;.poliploide sau. aneuploide. -Aceste tulpini sint in. marea. majori- | 
tate HO/HO. ce, pe medii de sporulare, produc ascospori, care prin ger- 
minarea. dau clone celulare ce prezintă. proprietatea de autofertilizare 
(Haràshima, Nogi si Oshima, 1974 ; Hicks și Herskowitz, 1976). 


Datorità viabilitátii scázute a sporilor nu pot fi izolate tetrade com- 
: -plete si, astfel, nu se poate stabili cu precizie fenotipul tulpinii originale. 


Pentru precizarea gradului de ploidie, cercetările actuale îmbină 
studiile de analiză a segregării meiotice a hibrizilor obţinuţi în urma îm- 
perecherii unor iulpini de drojdii industriale cu tulpini haploide de labo- 
rator si experimente de derminare a cantităţii de ADN (Stewart si colab., 
1975 ; Russell si Stewart, 1979). Cantitatea de ADN a confirmat, in majo- 
ritatea cazurilor, nivelul poliploid al hibrizilor. Cercetárile de citoducţie, 
transfer de. cromozomi, transformare genetică, mutagenezá şi fuziune 
de protoplasti au adus: noi precizări in privința | constitutiei genetice. 


2. E CARACTERIZAREA GENETICĂ A- DROJDIILOR 
| DE SINTEZÁ PROTEICA 


Drojdiile "YE în producerea de biomasă proteică sînt drojdii im- 
perfecte ce in marea lor: majoritate nu prezintă sexualitate şi, astfel, in- 
vestigaţiile genetice se bazează numai pe analiza ciclului parasexuat. Acest 


ciclu include atit formarea de hibrizi: pe cale asexuată (heterocarioză, 
cariogamie) cit și segregare. mitotică (crossing-over, nondisjunctie mitoticá, 
haploidizare). Spre deosebire. de ciupercile filamentoase, drojdiile imper- 
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fecte'nu prezintă hibridare spontană, iar analiza pe cele parasexuate nu 
se poate realiza decît prin aplicarea hibridării somatice, prin fuziune de 
protoplaști, urmată de inducerea segregării mitotice (Fournier şi colab.,. 
1977; Ferenczy, 1981 ; Poulter şi colab., 1982). . UE | E mg 
Drojdiile de sinteză proteică aparţin la specii diferite şi sint cultivate 
pe: medii reziduale ieftine : n-parafine [Candida tropicalis, Pichia, (Can- : 
dida) guillermondii, Saccharomycopsis (Candida) lipolytica] ; metanol (Can- 
dida boidini, Pichia pinus, Hansenula polimorpha); hidrolizate „de lemn . 
(Candida utilis, Candida robusta). Mee d | A 
“Dintre aceste specii, Saccharomycopsis .lipolytica. s-a bucurăt de in- 
vestigatii genetice mai ample, datorită prezenţei unui ciclu sexuat. 5. lipo- 
lytica este o specie heterotalică, ce prezintă două tipuri de împerechere A . 
si B, Din fuziunea celulelor A si B rezultă diploizi stabili ce se reproduc 
vegetativ (fig. 51). Comparativ cu S. cerevisiae, haploizii de tip de împe- 
rechere A si B fuzionează rar, iar majoritatea zigotilor formati avorteazá, 
din motive necunoscute. Din aceste cauze în cercetările de genetică se. 
folosesc haploizi autotrofi, care prezintă proprietăţi complementare. Prin 
încrucișarea acestora rezultă produşi de fuziune viabili, care sînt detec- 
tati pe baza capacităţii de creştere pe mediu minimal. Prin sporularea 
diploizilor se formează. asce ce contin 1—4 spori. Ascosporii. prezintă o 
capacitate de germinare > 1%, iar segregarea markorilor'de auxotrofie 
se realizează neregulat, cu predominarea prototrofilor (Heslot, 1981). 
„Această situaţie. poate fi ameliorată dacă se efectuează imperecheri repe- 
tate, frateX soră, pînă in momentul in care 80—909/, dintre asce contin 
patru ‘spori cu o capacitate de germinare de 909/, (Heslot, 1981). 
În. urma unor investigaţii citologice A i 
și genetice, Esser şi Stahl (1979) au — íi itera 
m la concluzia cá din Ne ; Aja MOS 
de spori viabili se datorește absenței salile: D Lien, ipd S^ 
unei corelări între diviziunile meio- “Meloză - - 
tice “şi formarea peretelui sporului. | 
În așcele bisporale, cele două nuclee `= 4" zigot! 
rezultate în urma meiozei I sint in- image à 
cluse în cite un:/;ascospor, iar me- C^. T 
ioza II se realizează in ascospori, ast- : | 
fel că în final.rezultá.spori binucleati | 
heterocariotici. Sziget 
«Studiile genetice bazate pe ana- Alt „A 
"lizá tetradicá realizate de. Ogrydziak- X Ó M. Mm w 
şi colab. (1978) asupra a 278 combi- BO sânii ah qd fed ri 
- maţii-de gene au stabilit 22 de cazuri . - pom i ^B d 
„de. linkage. (8%) şi existenţa .a. 6 AM. y 9 (o les 
CES SM - 0y mS dad ee * i Sea 7 eges 
grupe de linkage (tabelul 9). În ace- . Haplofază 
- lasi.an, Gaillardin, şi Heslot (1978) au. TRITICI a 
„identificat „două -grupe .de linkage Fig. 51. Ciclul de viaţă de la Sac- 
E : : charomycopsis:  lipolytica. ` (Heslot 
“(fragmentele 7.si 8). . .. s] 4980). isis i 


m». Tehnica, . citoductiei presupune oprirea . cariogamjei. după împerechere, „Prin 
s“ prezența mutatiei. karl si formarea unor celule-fiice ce contin nucleul de la: un 
genitor, dar citoplasmele intermixate (Conde. si Fink, 1976).. TA i 
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si tt ratio Tabelul*9. 
" Gruüpele de linkage la S. lipolylica (Heslot, 1981) 


Fragmentul 1: adet Ee ihr2 ts34 ura? xpr2' meti 
Fragmentul 2: ural alk1-208 -alk1-238 vpri0-4. .xprl5. 
Fragmentul 3 :irpl  -ade2 phel . prol. alk5-245. 
Fragmentul 4: zpri-14  xpro-il „zpr7-3. EPIS 
Frág&mentul 5: tsi alk232 
Fragmentul 6 : dlk4-240 — mat ^ alk2- :207 
lys4 hisi coli matA[B 
Fragmentul 7: lysi ural arg2 . . 
Fragmentul 8: lys6 'lys2  lys3 ura 
a E II CIC RI N 
pop — c UR pop. deeds? pigmentul: roşu, insolubil în apă, protoporfirin. IX. 


apr —: mutante deficiente în producerea unei proteaze extracelulare, nu produc zone clare lu 
„plăcile cu lapte, smintinit.. 


25. HARTA GENETICĂ 


În. pofida dificultăţilor de evidentiere' a cromozomilor s-au. inregis- 
trat progrese. in. elaborarea. hărților genetice la drojdii, fiind în posesia 
unei hărţi genetice (la o noua ediţie) la S.cerevisiae si se fac intense 
cercetări pentru elaborarea hărților genetice la Schizosaccharoimtjces 
pombe (Leupold, 1970) şi Kluyveromyces lactis (Tingle si colab., 1968). 


Primele cercetări pentru elaborarea unei hărți/ genetice, la S,cerevi- 
Să ce au fost initiate de Lindegren (1949), Lindegren şi Lindegren, (1951), 
in care sint reprezentati patru cromozomi. definiti prin genele linkate 
de. centromer- adel (cromozomul 1),. gall. (cromozomul 1D, lor (eromo- 
zomul.lH), ura '3 (cromozomul IV).. 


“În deceniul următor se. descriu încă 11 centromeri, definiti de ge- 
nele irpl (cromozomul V), his2 (cromozomul VI), leul (cromozomul VII), 
peti: (cromozomul VIII), his6 (cromozomul IX) (Hawthorne: şi. Mortimer, 


1960), met3 (cromozomul X) metl4 (cromozomul: XT); asp5: (cromozo- 
mul XII) (Lindegren si colab., 1960 ; Hwang si colab., 1963), lys (cro- 
mozomul XIII), pet8- (cromozomul XIV) peti? (cromozoniul XV), tyr 
(Mortimer şi "Hawthorne, 1963). . 

. Folosind tulpini disomice, Mortimer si Hawthorne (1973) au descris 
cromozomul 17; desi nu a. fost evidenţiat nici un centromer' marker 
pentru acest grup de linkage. 

Actuala hartă genetică cuprinde 17 grupe de linkage, pe” care sint 
plasate aproximativ 568- gene, față de numai 291 gene cit contineà harta 
publicatá în 1975 (fig. 52). 

Pentru stabilirea grupelor de linkage si localizarea genelor pe cro- 
mozoniul la S. cerevisiae, Mortimer și Hawthorne (1970, 1975), Mortimer 
si Schild (1985) au folosit diverse tehnici — analiza tetradicá; analiza 
randomicá a sporilor, segregarea mitoticá, analiza trisomilor. Marea ma- 
; joritate a genelor au fost identificate după fenotipul mutantelor si numai 
puţine prin analiza recombinării mitotice și a aneuploizilor. | 
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Gutz (1966) si Da Cunha (1969) a au folosit în plus ab p tos pen- 
tru cartarea genelor la S. pombe. 

Unele regiuni, ca cele ce codificá ARNr si “unele secvenţe transpo- 
zabile Tyi au fost plasate prin luarea in consideraţie a polimorfismului 
situsului de restricţie sau folosind plasmide care. „conţin markeri identi- p 
ficabili. . i m i 

“Unele ES Ty1 care au fost identificate + numai prin daia ADN 
recombinat nu au putut fi cartate deoarece secvențele Tyl sînt transpo- 
zabile şi se deosebesc atit numeric cît si în privința poz MR ye care o 
ocupă la diferite linii de drojdii. 

. În același timp s-a constatat cá si distatits dintre ; gene şi osii, chiar 
poziţia relativă a genelor poate varia la diferite linii. de S.cer evisiae.. Deoa- 
rece stabilirea ordinii unor grupe de gene strîns linkate prin analiza 
tetradică este de regulă foarte dificilă, ordinea acestor gene a fost deter- 
minatá prin studii de clonare. În ácest mod 's-a stabilit; ordinea grupelor 
_de gene leu2-cen3-cdc10 (cromozomul : IIT). D cdc9- cdc39-ste (cromozo- 
mul IV). 

Harta geneticá la S.cer evisiae a fost “elaborată. în Tv pe baza 
analizei tetradice a celor patru produsi meigtiei (icoanei) proveniţi din 
celule individuale diploide. | | 
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294. ANALIZA -TETRADICAÁ . 


Analiza: MA dai presupune p Det si | împerecherea cromozomi- 
lor, crossing-overul in stadiu de patru filamente si distribuida Cromozo- 
milor recombinati în cele patru nuclee-fiice., . . 


Izolarea şi cultivarea ascosporilor şi. analiza clonele: e mS. oferá 
informaţii preţioase referitoare la existenţa, fenomenului dé linkage între 
gene:sau între gene si centromer, ss detectează interferența - -cromatidelor 
şi se evidenţiază letalitatea asociată cu aberatiile 'si- mutatiile. cromozo- 
male (Mortimer s si Hawthorne, 1979). 


cd 5. 11. INCRUCISARILE MONOFACTORIALE (A Xa). 


Prin încrucișarea unei tulpini de tip sálbatic (A) cu: o' tulpină mu- 
tantá (a), zigotul rezultat A/a formeazá asce care contin 2 spori A:şi ^P. a. 
La sfirsitul primei diviziuni. reductionale rezultă două nuclee, unul con- 
tinînd alela A, al doilea alela a, pentru ca în urma celei a doua] diviziuni 
'să se formeze patru nuclea AAaa din care se diferenţiază patru: ascospori 
(24/20) si care sint dispuşi în pereche AAaa sau aaAA. 

În situaţia în care între centromer și locusul A/a are loc. un cros- 
sing-over, sporii sînt dispuşi AaAa sau aAaA si aAAa sau AaaA. 

Diferite moduri de așezare a ascosporilor în asce au primit denumi- 
rile : segregare în prima diviziune (AAaa si aa AA) si segregarea în cea 
de a doua diviziune (AaAa,.aAaA, AaaA, aAAa) ; fiecare dintre aceste 6 
combinaţii apare cu o probabilitate de 0,1666 (fig. 53). 


1 EET etradicá constá in analiza segregárii diferiților. markeri heterozigoti 
printre cei patru spori. 
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Fig. 53. Segregarea in tetrade a unei gene în dependenţă: 
de producerea crossing-overelor între genă şi centromer. 


Segregarea în a :doua: diviziune: din punct. de vedere matematic este 
de două ori mai sigură decit cea din prima diviziune. Dacă gena A este 
plasată dà o distanţă mat mare de centromer si crossing-overul are loc . 
cu o “frecvenţă mai ridicată, cad ada în a doua Sp dodo se intilneste 


in 66, ‘60% din cazuri. 

| Exceptiile observate in raportul. de. Segr egare 'se > datorese unor cauze - 
multiple : anomalii în desfășurarea. meiozei, diviziuni meiotice supli- 
mentare ale nucleelor haploide ; degenerarea unei părți a nucleelor. for- 
mate, poliploidia “sau heteroploidia celulei din care provin sporii, poli- 
somia, ;ipolinieria, segregarea unui supresor (4A : 0a; SA :1a); ereditatea 
extracromozomală (4A: 0a) Distribuţia 2A : 20; 14:3a si 0A:4a 
indică existența complementaritátii intre douá.sau mai multe gene jar 
apariţia chiar cu o frecvenţă foarte mică a distribuţiei 3A :1a și LA : 3a 
evidențiază fenomenul de. conversie a genei. .Segregarea 4 :0.5i 0:4 in- 
dică un. cr RESÂn EDNA „mitotic. în. una. din. diviziunile: ce perde meioza 
(tabelut 10). 
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TABELUL 10 
. Segregarea genei in tetrade (Zaharov, 1978) - 


Numárul de 


i 

[Gena. m_m 
La „2.430 3*1 sgrap ; TES | 00:4. 

“ala i l 0 i 1 - 619. dw D P 0. 
Adel[adel . 0 s 575 2. 0 
„Ade? [ade2 0. . 0 381 . le» 0. 
Ade3/ade3 9 0 35 0 0 
Adeb5/ade5 | VU. 9 71 4 0 
Ade6/ade6. . 0 5 510 e. 5 l'on: 
Argi /arg1 0 no 68 . Q. (0 
Argá [arg4 0 22 del 22 0x. 
His1/hisi 0 0 39 o 0 
His2/his2 0 . 10 220: (4 0 
His6/his6 0H 3. 442 2 0 
His8/his8 0 4 „285 BI AD, 
Leui/leu1 0 + 1 138 7 0 
Leu2/1eu2 yo 0 253 15 0 
Lys1/lysi 0 W. JA91 7 0: 
Lys2/lys2 -0 mid - 104 0 ki. 
Met1 /meti 20 1 SBIN 0 0 
Mal2/mal2 0 ` 2 236 O Fo 
Mal4/ma4 0 di 62 0 0 
"Thri/thrl | 3 13 Ned413 8 0 
'Thr2/thr2 0. 0 1935 1 0 
Thr3/thr3 0 0 195 1 0 
'Thr4[thr4 0 2 274 1 0 
Thr5/thr5 0 0 54 g 9n 
Trpi/trp1 0 1 987 2 0 
Trp4/trp4 0 0 128 $ 0 
""Trp5/trp5 Qr3 T 475 3 0 
Tyr2/tyr2 . 0 0 147 O: oft 
Tyr4j/tyr4 0 0 138 . 9. 0. 

: Ural/ural (8) 10 446 10 1. 
Ura2/ura2 „0 ur 1 23. 0. 0 
Ura3/ura3 . 0 . A 1:367, 1: 0 
Peti/peti ` D. 2 .153 T" 


25.12. INCRUCISARI BIFACTORIALE (ABxab) 


-. Zigotul AB/ab rezultat prin încrucișarea. a doi.genitori haploizi dà 
naştere la patru. clase de genotipuri in raport de 1:1:1:1,.cu conditia 
ca genele Aa si Bb sá fie localizate pe cromozomi diferiţi (neomologi). 
Dacă însă genele sint linkate, este de așteptat segregarea 2AB :2ab (1 :1). 
În mod exceptional, în afara combinațiilor parentale AB și ab,:ca urmare 
a crossing-overului intervenit in intervalul dintre genele A si B, rezultă 
și combinaţii recombinate Ab si aB. | WwojsSoPAUC MA abr) 

Prin sporularea celulelor diploide. si disectia ascelor, rezultate prin 
combinarea genelor Aa si Bb, in prima $i cea de a doua diviziune, rezultá 
trei clase: ` ce, » 

— ditip parentai (DP): AB AB ab ab; 

_— ditip neparental (DNP) : Ab Ab aB aB ; | 
„i tetratip (T): AP AbaBab. Je 1555 MU. x | 

Frecvența relativă a acestor trei clase de asce depinde de poziţia ge- 
nelor, una faţă de alta sau faţă de centromerul respectiv, dacă genele A 
şi B se găsesc pe cromozomi diferiți. Apariția ascelor Ab, Ab, aB, aB 
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Fig. 54. Segregarea a Md gene în meioză în cazul localizării lor în 
cromozomi diferiți (1) si Într-un cromozom (2 2). 


(DNP) şi Ab, AB, aB, ab (T). demons haga că între genele: A. si. B aflate 
pe acelasi cromozom a avut loc un crossing-over, iar a ascelor.AB, AB, 
ab, ab. (DP). evidenţiază absenţa crossing-overului. Un crossing-over între 
A: si B dà naştere la asce T (AB, Ab, aB, ab), iar un al doilea crossing-over 
poate produce, in funcţie de numărul cromatidelor implicate (2, 3 sau. 4),: 
oricare din cele trei clase de asce DP, DNP, T in raport de 1:1:2; Cros- 
sing-overele aditionale produc toate cele irei clase de asce (fig. 54), 

În cazul “interferenţei necromatidice, fracțiile DP, DNP şi T, .ca o. 
funcţie a; numărului crossing-overelor, în intervalul dintre. markeri, sint 
date de ecuaţiile : i | | f 

r : x TY 

DP-DNP- E ede =.) Age e baia E sai ds (5 | 

: 2 uL 2j- 

 Distantele dintre gene sînt calculate prin utilizarea frecvențelor rela- 

tive a celor trei tipuri de asce DP, DNP, T pe baza ecuaţiilor elaborate 

de. Snow (1979) care asigură stabilirea cea mai exactă a distanțelor de 

pe hartă, deoarece tin cont de toate clasele de crossing-over dintre două 

gene și de. interferența de chiasmă. Deoarece aplicarea acestor „ecuaţii 

necesită folosirea computerului, marea majoritate a „hărților genetice au 
fost elaborate - pe baza ecuaţiilor lui Perkins. 

Distanţa X în centimorgani (cM), dintre genele A și B, este: definită 
ca numărul mediu al crossing-overelor per timp: cromatidic 100 (in fie- 
dig ;erossing-over- fiind implicate numai două din. cele 4 cromatide): 


X — 100 ES ptr), 


unde: p(r) este probabilitatea ca croscig-overel sá'aparà in intervalul 
dintre markeri (gene). 
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Dacă valoarea X este relativ mică, p(r) pentru r > 2 poate fi consi- 
derată zero, ca o primă aproximaţie. Cu ajutorul acestei relaţii se poate 
estima distanța X pe baza valorii claselor DP, DNP si T folosind:ecuatia : 

n 100 | TE 6DNP^ 
N I eee ——— E— Pa a * 
2 IDP-DNP TJ 

Această ecuaţie este acceptabilă pentru distante mai mici de 35(—40) 
centimorgani (cM). Pentru distante mai „mări de:35 cM se folosește o 
formulá empiricá pentru à calcula relatia pue lu 


X,— (80,7 XP — 0,883 X p?/83,3 — Xp). 


Folosirea acestei ecuatii pentru distante mai mari de 35 cM^conduce 
la o subestimare a adeváratelor distante “deoarece: crossing-overele triple 
sau schimburile de ordin superior devin semnificative. Pentru distanţe 
mai mari de 40 cM această ecuație este rezonabilă, în timp ce pentru 
„distanţe de 50 cM această ecuaţie subestimează. distanţa cu aproximativ 
1094, iar la distante mai mari, erorile devin progresiv mai mari. 

Cu ajutorul acestor: ecuaţii se poate stabili dacă. două gene sînt lin- 
kate si sînt aplicabile pentru distanţa de pînă la 100 cM. 


2.5.2; INLANTUIREA CENTROMERILOR 


Dispozitia genelor în fiecare ascá oferă iniformaţii dacă o genă este 
sau nu linkată de centromer. Astfel, genele linkate de centromer au o 
dispozitie predominant 'AaAa în timp ce genele care nu sint linkate de 
centromer au o altă dispoziţie (AAda, AaaA, aAAa).: > Lanity 
Alterarea haplofazei cu diplofaza dă posibilitatea stabilirii directe a 
genotipului produșilor meiozei. Dacă ne referim, de exemplu, la uün di- 
ploid heterozigot AaBb, acesta, formează patru tipuri de ascospori AB, 
ab (parentali) şi Ab, aB (recombinaţi). Aceşti ascospori apar cu aceeași 
frecvenţă dâcă genele A și B segregă independent. Dacă sporii recom= 
binati Ab şi aB apar cu o frecvență mai mică de jumătate, este" indicată 
existenţa fenomenului de linkage (Mortimer și Hawthorne, 1969) (fig. 55). 
Prima etapă în reprezentarea centromerilor pentru două locusuri 
heterozigote, A/a şi 'B/b, fiecare plasat pe cromozomi. diferiți, este sta- 
bilirea raportului DP : DNP : T. Frecvența ascelor tetratip (T) depinde 
de: frecvenţa schimburilor dintre A si B .și centromerii.lor şi este dată 
de relaţia t; |. Am ae Mega e a 
f(Tab) — XY —-XY, in care X şi Y reprezintă fracțiuni ale ascelor.. 


care segregá în cea.de a doua diviziune. Dacă este cunoscută frecvenţa E 
in cea. de.a doua diviziune, pentru cel putin o gená linkată de centromer, | 
valorile celei de à doua diviziune pentru toti. ceilalti markeri poate fi . 
determinată, folosind această. ecuaţie. În practică, o genă ca. trpl, pet8, 
met14 etc. (valorile celei deia doua diviziuni fiind mai mică de .19/, pen-, 
tru fiecare) este inclusă în încrucișări in ordinea determinării: linkageului. . 
centromeric a: altor markeri. Distanţa unei gene faţă de centromer poate 
fi determinată prin frecvenţa celei de a doua diviziuni meiotice. Cu 
aproximaţie, această distanţă este evaluată la jumătate. din frecvenţa 
celei de a doua diviziuni. (Această aproximaţie este valabilă: numai pen- 
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tru valori inferioare celei din a- doua diviziune). Dacă o genă se .dove- 
deste: a fi. linkată. de centromer. aceasta . poate. fi folosită pentru stabilirea 


linkageului - markerilor apropiaţi de. centromerul ; tuturor cromozomilor: 
cunoscuţi. În absenţa linkageului se consideră ` că gena respectivă defi- 
neste un. nou: cromozom. În felul acesta au fost identificați cromozomii 
I-—XVI de la Si.cerevisiae (Mortimer si Schild, 1981). 

Pentru definirea unor noi centromeri sînt necesare încrucișări pen- 
tru obţinerea unor. hibrizi. heterozigoţi pentru 8—10. markeri, fiind su- - 
ficiente. una sau douá incrucisári pentru : a demonstra legátura unei gene 
din cei 17 centromeri marker. st 
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2 5. 3. ANALIZA vea Ee A iiie 


Bopitosca grupelor de iiis se poate TEN, prin analiza unor probe 
de spori luate la întîmplare. Prepararea: probelor randomice de spori, 
. dispersia agregatelor. sporale . presupune separarea sporilor! de celulele 
diploide nesporulate care se realizeazá prin separarea de fază (Emeis, 
1958), omorîrea selectivă? (Zaharov si Inge-Vecitomov; 1964) sau mobi- 
litatea electroforeticà diferențiată (Resnick și colab., 1967). Prima etapă 
include tratarea ascelor cu glusulazá sau zimoliază, urmată de ultrasoni- 
ficare pentru eliberarea sporilor din asce. Eventualele celule diploide 
rămase în fracțiunea sporală pot fi recunoscute după dimensiunea lor, 
mai mare, sau culoare, în cazul formării unor hibrizi.heterozigoti pentru 
genele recesive care afectează culoarea coloniei (adel: sau ade2 pentru 
colonii roşii) sau morfologice (rghi pentru colonie rugoasă).. Folosirea 
acestor criterii dă posibilitatea analizei numai-a coloniilor care. prezintă 
fenotipul recesiv. În :același scop se pot folosi diploizii- heterozigoti pen- 
tru gena recesivă cani care conferá rezistentá pentru agentul toxic cana- 
vaniná. Celulele Zn si jumátate din sporii sensibili nu pot creste pe medii 
care contin canavanină. Mortimer si Hawthorne (1973) recomandă o va- 
riantă a acestei metode pentru includerea în stare heterozigotă a doi 
markeri selectivi —-un supresor ochre $i o alelă suprasensibilă ochre 
canl care exclude separarea sporilor. 

Pentru cartarea genelor se pot folosii și analiza tetradicá a genelor 
linkate, liniile aneuploide (trisomice), segregarea mitotică etc. “(Anghel 
și colab., 1985). 


În ultimii ani au fost elaborate și alte: 3630s Sire localizarea 
genelor, intre care amintim tehnica pierderii si ir 'ansferului cromozomilor, 
folosite pentru cartarea mutatiilor spoll și. Tad52.. Metoda de cartare se 
bazează pe analiza: produsilor meiotici viabili rezultati in timpul divi- 
ziunii meiotice a diploizilor homozigoti pentru o mutatie deficient-re- 
combinată. Metoda de cartare a rad52, elaborată de Schild si Mortimer 
(1986), se bazează pe frecvenţa. ridicată a: pierderilor «de cromozomi ob- 
servate la diploizii homozigoti pentru mutatia rad52. -Hanic-Joyce (1986) 
a utilizat variante ale acestor tehnici pentru cartàrea. mutatiilor condi- 
ticnale la temperatură. . 


Pentru transferul genelor pe: cromozomi Specifici, soris. Si XGulitia 
(1970), Kohli si colab. (1977). au. folosit tehnica.pierderii de cromozomi 
(, chromosomes loss“) O tehnică similară .a. fost: dezvoltată şi pentru 
S.cerevisiae. Această tehnică se bazează pe obţinerea unei tulpini diploide 
în care fiecare cromozom care urmează să fie testat este heterozigot pen- 
tru un marker ușor de marcat si în care alela recesivă a mutatiel care 
urmează să fie cartată este cuplată c cu alti markeri recesivi. Dacă o mu- 
tatie recesivá (ca de: pildă 'cdc6, cdc14, sau chll) este folosită pentru in- 
ducerea. pierderii cromozomului, “tulpina trebuie să fie homozigotá.pen- : 
tru această mutație. Expresia celor doi markeri recesivi indică. localizarea 
acestor. markeri pe. acelaşi: cromozom. : Pentru confirmarea transferului 
cromozomal și a localizării genei pe cromozomi sînt folosite şi alte. teh- 
nici de cartare, ca recombinarea genetică și analiza tetradicá. ` 


«wo Spori ii pot fi separati de celule. vegetative în faza de E a unui amestec 
parafină-apă (Emeis şi Gutz, 1958). 

2 Celulele diploide sint inactivate mai repede decit sporii, prin căldură, alcool 
etilic etc. (Zaharov şi. Inge-Vecitomov, 1964; Dawes şi. Hardiė,- 1974). - 
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Kawasaki (1979) a observat cá celulele: vegetative diploide' honiozi- 
gote pentru genele cdci4 si cdc6, ţinute timp de:6 ore la 36°C, isi pierd 
markerii.: S-a constatat cà sub influența căldurii, aproximativ jumătate 
din celulele homozigote. cdc6 : şi: între 1—10% din celulele homozigote 
cdcl4 isi pierd markerii, dovedindu-se a fi sensibile la temperaturá. Mar- 
kerii pierduţi de homozigotii cdc6 au fost folosiţi de Kawasaki (1979). 
pentru.a plasa gena MAL3 pe cromozomul III și a genei SUC pe cromo- 
zomul IV şi de "Schild (1981) pentru localizarea genei rad2 pe cromozo- 
mul VII. Markerul pierdut in homozigotii 'cdcl4 a fost folesit. pentru. 
plasarea genei cdc6 pe cromozomul X si pentru a determina dacá:o.trans- 
locaţie insernationalà a fost implicată in transferul unei punit a cromo- 
zomului lll pe cromozomul 1 (Kawasaki, 1979). . 


Pentru inducerea pierderii. cromozomale - la S.cerevisiae au tost folo- 
site substanțe chimice, ca de pildă para-fluoro-fenilalana (Emeis, 1966 ; 
Strómnaes, 1968), CdCl, CoCl, acriflavina (Takahashi, 1972), care în 
mod curent sint folosite pentru inducerea mutatiilor şi creşterea frec- 
ventei recombinării. Metil-benzimidazol-2-carbamate (MBC) lipsit de ca- 
pacitatea! de a induce mutații sau recombinare, determină pierderi de 
cromozomi. Wood (1981) a observat că aproximativ 50%% din celulele 
tratate cu MBC pierd unul sau mai multi cromozomi ; toti cei 13 cro- 
mozomi testati au fost pierduţi cu o frecvenţă aproape egală (2, 5—6 90/0 
per cromozom în celulele ce au supraviețuit). 


Un avantaj al inducerii chimice a pierderii cromozomilor provine 
din necesitatea de a avea o „stare homozigotă a mutatiilor recesive chli 
sau dia | 


2.544. TRANSFERUL DE CROMOZOMI | 


L 15 cercetările de cartare in mod. curent se (i enia metoda transfe- 
ralui. de cromozomi care se bazeazá pe schimbul de cromozomi in hete- 
"rocarioni si în care este implicat un genitor karl (defectiv in cariogamie). 
Prin imperecherea unor haploizi KARI si karl, de tip opus de împere- 
chere, rezultă heterocarioni sau heteroplasmoni (cu nuclee de la un ge- 
nitor, dar cu citoplasma de la ambii părinţi). Cînd ambii. părinţi au mai 
multi cromozomi marcati genetic, in 20/ din citoductanţi s-au găsit unul: 
sau mai mulţi cromozomi dintr-un nucleu care pot fi transferați in-alte 
nuclee, Cei mai multi din. 'acesti: citoductanti exceptional au replicat cro- 
mozomii lor originali dar sint disomici pentru cromozomii transferați. 
Frecvența transferului pentru un cromezom particular. evidenţiază o co- 
relatie inversá cu márimea geneticá a respectivului cromozom ; cei mai 
mici cromozomi sînt transferați cel mai frecvent. Cartarea: genetică, fo- 
losind karl, poate fi realizată prin împerecherea unui haploid de tip 
sálbatic continind mutatia care urmeazá sá fie cartatá, cu un. haploid 
Karl — rezistent la canavanină (sau alt medicament), cu fiecare cromo- 
zom marcat cu un marker recesiv (Mortimer și Schild, 1981)... 


S-au elaborat. tehnici speciale pentru cantarea genelor clonate. Me- 
toda de cartare a ADN 2um se bazează pe instabilitatea cromozomilor 
care contin o plasmidă integrată (partial sau integral). Carl si Olson 
(1986) au elaborat o tehnică care presupune izolarea cromozomilor indi- 
Viduali prin electroforeză pe gel în cîmp ortogonal altenativ. (OFAGE) 
Și hibridarea lor. 
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EEE I. -Prin tehnică: OFAGE, Carle si Olson au stabilit cà 
Fer cromozom are:o mărime de: 260 kilobaze (kb). Lungimea genetică 
totală este aproximativ. 100 cM, ceea ce conduce la un raport de 2,6 kb/cM:- 

. Cromozomul II. Are o lungime de. 250 cM.şi conţine'39; ‘gene.’ 

Cromozomul III. Prin tehnica OFAGE a: fost descifrată mărimea în- 
tregului :cromozom: 'estimată la. 370 kb' si o lungime totală pe: hartă de: 
140. cM. Raportul dintre lungimea fizică: și lungimea genetică: pentru in- 
tregul cromozom este de 2,5 kb/cM. Strathern si; colab. (1979) au izolat 
un..cromozom circular rezultat dintr-un! schimb dintre HML! plasat pe: 
braţul: sting.si MATL de pe braţul. drept. Această secţiune are: o lungime. 
genetică de. 81 cM. Cromozomul circular izolat'are o lungime a conturului. 
de 62,6 wm, ceea ce corespunde la 180. kb. Raportul dimensiunii: fizice 
la lungimea hărţii: genetice a.acestei regiuni este de.2,2 kb/cM.. =: 

Cromozomul IV. Este cel mai lung cromozom. pe care se găsesc 
55 gene. Lungimea este estimată la 500 cM. (488, 8. cM). 

Cromozomul V. A fost identificat initial prin gena ura3. linkatá: de: 
centromer. Sint: localizate 40 gene, 13 fiind: identificate. după 1980. 
Lungimea sa este estimată Ja 233,3 eM... : 

| “Cromozomul. VI. Este unul dintre cei mai, scurţi cromozomi; cică 
mea,sa cartată si cea fizică este de 140. cM.si i respectiv, de: 29 kb.: S-au 
localizat pînă în prezent 21 gene. . 
“ “Cromozomul VII. Este unul dintre. cei mai reg ei cromozomi; “avînd. 
circa 386 cM. si contine 53 gene. 

< Cromozomul: "VIII. Are circa. 580. kb si sînt. cartate. 21. gene.: 


Cromozomul IX. Are dimensiunea de 460 kb si numai 18 gene, fiind: 
"al patrulea în ordinea mărimii. 


Cromozomul X. Este al.7-lea în ordinea, mărimii fizice. Lungimea ge- 
neticá cartată de la gena cdc6, de pe braţul sting, la hom6 pe bratul 
dr ept este de circa 200 cM. 


` Cromozomul XI. Este particular. prin aceea că un număr (nare de gene, 
pala situate între mak9 şi .cly7 au fost localizate „prin analiza ginis 
lor. Pe: acest cromozom sînt localizate 26 gene. | 1 

` Cromozomul XII. Este.cel mai mare cromozom.: Nonest te sa n 
Sa date intre-gena mak12,de pe braţul sting, şi car2. de- pe bratul drept 
este de aproximativ 300 cM. in. plus, acest: cromozom poartă aproximativ 
: 129. copii. ale genelor ADNr, fiecare. copie: fiind constituită din 9,1 kb ADN. 
Se. apreciazá cá recombinarea. meiotică în. regiunea ADNr: este de numai 
19/5 „ceea -ce corespunde unei. frecvenţe: de 0,3 cM/kb. Pe. această bază: 
s-a, estimat cá lungimea. de. recombinare . a CT piezan ua XII este. de 
aproximativ. 630 cM. 


Cromozomul. Xnr Conţine 30 gene şi are lungiméa. ide aproximativ 
30 cM.: | E 
2 “Cromozomul XIV. nf o furian de circa 30 cM pai care sint locali- 
zate 30 gene. 


Cromozomul XV. Este unul dintre cei mai mari cromozomi, compa- 
rabil cu cromozomii IV, VII si XII. Lungimea sa meioticà este de aproxi- 
mativ 375 cM si contin 39. gene: 


Cromozomul XVI. Conţine 23: gene plasate. pe o lungime de circa 
20 cM.. i 
kb=kilobaze. 
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-. Cromozomul XVII, A: fost. identificat numai prin: markerül KRBI 
strîns linkat :de: centromer! (2: cM) (spațiu de. replicare killer).-Acest 
marker. apare. spontan în segregantii mak? din' incrucisárile ce poartă. 
plasmide killer. În mod normal aceşti segreganţi sint k7, deoarece: tulpi- 
nile mak7 nu.pot menţine plasmida killer. KRB1 este o mutație cromo- 
zomalá.care suprimá mutatia mak. "das ! diee Bl "M IM 

Tulpinile KRB1 au plasmide killer normale si ARNc normal. KRBI 
apare cu.o frecvenţă ridicată in celulele si segregantii : celulelor care. 
' poartă plasma. killer şi dispare cînd celulele. :mak7. KRB1 sînt “crescute 
la 37°C sau expuse acţiunii . cicloheximidei, tratamente ce distrug plas- 
midele killers : f N23 gui xs 

Încrucișarea :adouá tulpini makKRBI ce ar trebui să determine 
o segregare 4 killer: 0 nonkiller a dus la o segregare de 2 :2, raport 
ce. indică faptul cá una din: cele două mutații KRB1 s-a pierdut. Cromo- 
zomul XVII se deosebește de ceilalți şi prin absența markerilor linkati 
. de centromer. - M MESH OE EL. Ve AT 

Pe cromozomii I—XV s-au identificat 144 markeri linkati de cen- 
tromer, pe o distanţă de 25 cM de la centromer, eu o medie de 9 marker 
linkati pe centromer. „Probabilitatea de.a identifica un centromer cu 
numai un marker linkat de centromer este foarte micá (1073). 


Studiile recente efectuate prin. utilizarea tehnicilor. OFAGE si de 


colorare cu DAPI (4^, 6-diamidino-2-fenilindol) a. cromozomilor meiotici 


au dus la concluzia că S. cerevisiae contine numai 16 cromozomi, crómo- 
zomul 17. identificat cu ajutorul markerului KRB1 fiind o anomalie. Frec- 
venta mare de apariţie a KRB1 in celule. ce: contin. ARNK . presupune 


cà.KRB1. este localizată pe un segment mic de ADN liniar sau circular 


ce contine si secyente ce se comportă ca un centromer. Se presupune că 
acest segment ADN. este un transcript invers catenar. al unui ARN dublu 
catenar killer, sau numai, un segment al acestui ARN. seh rael 

-Analiza tetradicà a confirmat;mai multe. grupe de linkage stabilite 
numai. prin. analiza mitotică sau .ancuploidie. Numai cromozomii VIII, IX, 
X, XI, SII si XVI contin. regiuni neconfirmate prin analiza. tetradică. 
Presupunind un minimum de 100 cM pentru aceste regiuni, Mortimer. si 


Schild estimează lungimea totală a hărții de la S. cerevisiae la 4 500 cM, 


cu 100 cM. mai mică decît cea stabilită în. 1980. Analizele efectuate. au 
evidentiat că toţi -cromozomii sînt, metacentrici cu..o lungime. ce variază 
de 1a..90 cM : (cromozomul 1) la, peste 450 cM (cromozomul VII)... 
:Studiul amănunţit al unor cromozomi VII, XIII, XIV a dus la o serie: 
de -modificări. privind poziţia unor gene si distanța dintre ele. Prin teh- 
nica OFACE si colorare cu DAPI s-a stabilit dimensiunea relativă a cro- 
mozomilor pe baza iconţinutului de: ADN a genomului: haploid estimat 
la 250.10-16g sau 1.56.10!) daltoni, ceea ce. corespunde unor valori ce 
variază între: 10-10-6—155-10-15g per. bivalent. Lauer si colab. (1977) au 
raportat valori ale conţinutului ADN de 0,9X1010 daltoni per genom 
haploid (sau 13 800 kb), ceea ce corespunde unor valori ale lungimii 


“cromozomilor de la 199 la 2194 kb. : | | 

O> auer si colab. (1977) au estimat că mărimea celui mai mare cromo- 
zom: la drojdii este. cuprinsă între: 1,5X109 şi 2,2X109 daltoni (2 200— 
3'330-kb) valori ce corespund mărimii cromozomului XM: |^. 
-. * Studii -recente au: stabilit corelaţii între lungimea: genetică şi cea 
fizică. Regiunea LEU2—CDC10 a fost estimată la 3kb/cM (Clarke și 
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Cerbon, 1980), CDC283—TYR1 la circa 1,75 kb/cM (Nasmyth si "Reed, 
1980) si regiunea. HIS4 la aproximativ 2 kb/cM (Farabaugh si Kink, 1981). 
Strathern si colab. (1979) au estimat cea mai mare regiune a HM gus, dd 
là 2,7 kb/cM. (Mortimer si Schild, 1985).: 

“Studiile efectuate asupra locusului'de împerechere! de la S. cenzuisiue 
au dus la concluzia că genomurile sînt structuri dinamice, în care se 
realizează rearanjamente ADN, ce duc la variaţii în secvențele! de baze 
în celulele: aceluiaşi organism. În afara elementelor transpozabile, de la 
procaricte si eucariote, pentru care nu. s-au stabilit: funcţii sigure, s-au 
evidențiat mecanisme ce implică rearanjamente ADN, cu consecinte în 
expresia genei. Unul din aceste mecanisme, intense, studiat este conversia 
tipului de împerechere. Acest mecanism implică evenimente intercromo- 
zomale, in care secventa din MAT este: înlocuită, printr-un proces. de 
conversie genicá, utilizind HML sau HMR, ca- donor.. Se apreciază: că 
schimburile de la nivelul locusului tipului de împerechere reprezintă un 
exemplu de rearanjamente genomice, implicind -un proces- asemănător 
diferentierii (Wintersberger şi Schiest, 1981). 


2.55. HĂRȚI DE STRUCTURĂ FINĂ | 


Manney (1964), Esposito. (1968), Sherman Si: colab. (1974) au elaborat 
primele hărţi ale structurii fine a unor gene eucariote, între. care amin- 
tim : TRP5 (Manney, 1964), ade8 (Esposito, 1968), cycl (Sherman si colab., 
1974) de la S. cerevisiae. Modalitatea de cartare. folosită constă în calcu- 
" larea numărului de prototrofi produși intr-un diploid heteroalelic in 
urma tratării cu agenti recombinagenici . şi stabilirea, frecvenţei sporilor 
prototrofi printre produșii meiotici a acestor diploizi Manney. şi Morti- 
mer (1974) au arătat că recombinarea. mitotică, indusă de razele X, oferă 
posibilitatea de a obţine alele diferite ale unei gene; Snow si Korch 
- (1970) au folosit metilmetan-sulfonatul ; Lawrence si Christiansen (1974) 
au utilizat radiaţiile UV pentru inducer: ea recombinárii intracistronicá in 
celulele mitotice şi-au utilizat frecvenţa de recombinare pentru elabo- 
ràrea unei hărți de structură fină. Esposito (1968) a întocmit o hartá de 
structură fină a. genei ade8.: Folosind metoda reversiei heteroalelice in- 
dusă de razele X si studiul produşilor meiozei, Esposito 'a constatat cá 
cele două hărţi sînt. aproximativ colineare. O problemă legată de carta- 
rea structurii fine a genei este dependența frecvenței protrofilor de mediu 
de cultură. S-a constatat că: frecvenţa - prototrofilor pentru ''arginină, 
dintr-o pereche de heteroalele arg4, variază de 20 ori dacă se adaugă 'sau 
nu o'micá cantitate de arginină mediului de. cultură selectiv sau dacă 
celulele au fost sau nu lipsite de: ar ginină, înainte de tratament.: 


Fink și Styles (1974) au folosit cu succes cartarea prin deletie indusá 
de UV pentru a stabili secventa alelelor din regiunea HISA4. Ei au consta- 


tat cá desi majoritatea poziţiilor relative, stabilite prin cartarea: cu raze pute 

au fost corecte dar au fost evidenţiate. şi unele inexactitáti de car tare. Sher-. 
man a folosit cartarea de deleţie, în combinaţie cu tratarea. cu raze X 
pentru a întocmi harta. structurii fine-a genei CYCI. Exceptind o alelă, 

această hartă este colineară cu harta fizică. Se apreciază că metodele de 
clonare a genei si de secventiere a: ADN-ului vor înlocui metodele cla- 
sice pentru stabilirea poziţiei relative a alelelor unei gene. 
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255.1. HARTA STRUCTURII FINE A GENEI cyci 


Gena cycl se află pe cromozomul X şi codifică proteina heme, izo-1- 


de aminoacizi într-o catenă polipeptidicá mutantă este corelată. cu pozi- 
tia unei modificări mutationale din genă. În acest scop a folosit clone 
„revertante, capabile să crească pe mediu cu lactat şi “să sintetizeze un 
citocrom functional, obținute prin tratarea cu mutageni ai mutantelor 
cycl, incapabile să producă. citocrom. Izolarea si analiza comparativă a 
acestor citocromi, cu proteinele de tip sălbatic, a evidenţiat că unele clone 
sînt revertanti adevăraţi, avînd aceeași “succesiune a aminoacizilor cu 
citocromii.de tip sălbatic. Au rezultat însă și clone care au sintetizat pro- 
teine cu substituţii 'de. aminoacizi, consecința; unui eveniment mutational 
în codonul genei originale. Pornind de a. premisa -că „poziţiile aminoaci- 
-zilor, substituiți. corespund leziunilor initiale, Sherman $i colab. au ela- 
' borat harta -produsului genei. Ordinea: relativă a genelor dedusă pe 


această bază este identică, cu ordinea stabilită prin harta de deleţii, fiind 


o strictă colinearitate între situsurile mutaţionale din :genă si secvența 
aminoacizilor din catena'polipeptidică. - l X; Df 


2:5[5.2. HARTA GENETICĂ A GENOMULUI: MITOCONDRIAL 
Joi t DE S. cerevisiae . i 


Cartarea: genomului mitocondrial à devenit posibilă in momentul in 
care s-au cunoscut compoziţia chimică, configuraţia spaţială, capacitatea 
de-renaturarc, densitatea de plutire a. ADNmt şi în care s-a demonstrat 
experimental cá recombinarea genetică are loc:si la nivelul: genomului 
mitocondrial: iar sub. actiunea:unor fàáctori fizici şi chimici genele mito- 
. condriale suferă mutații. ii | | he e a ER 
ADNmt de la Sv cerevisiae: este: reprezentat de-o. macromoleculă 
dublu 'catenară, circulară, formată din 73,5—52.3 kb, ceea: ce corespunde 
unei lungimi de 25 qm si unei greutáti moleculare de 50X 106 daltoni 
i) Pie Neri erar re Maat e fetu en 
„În ultimii ani au fost intensificate cercetările pentru caracterizarea 
și secventierea: genelor mitocondriale. Pentru construirea hărţii ADNmt, 
s-au folosit, diferite metode : studiul, electrono-microscopic, biochimic si 
„genetic al ADNmt, recombinarea genetică între mutantele termosensi- 
bile sau care manifesti rezistență la antibiotice, analiza genetică a mu- 
. tantelor . petite. hibridarea. ADN/ARN (pentru genele ce codifică ARNt 
şi. ARNo),-actiunea: specifică a enzimelor -de restricţie. Nu s-a putut 
utiliza. tehnica izolării integrale a macromoleculei de ADNmt:si analiza 


electrono-microscopicá, folosită cu succes in cazul ADNmt-animal. În 
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ps 


Fig: 56. Harta genetică: şi fizică a genomu- 
lui mitocontrial de: la- tulpinile de tip. săl- -> 


batic de S. cerevisiae. Ariile negre cores- 


pund genelor mitocondriale sau exonilor. 


lor. Regiunile: ORFI—ORFS5 sint secvenţe 


intergenice „deschise: citirii“ (open reading | 
frames). Liniile. radiale. indică. gene ARNt.- 


Dintre . genele mitocondriale, OXI 1. 2.3 


codifică subunitățile 11,111. şi I ale citò- 


crom-c-oxidazei ; cob, citocromul-b, aapl, 


oli? si olil subunitățile 8, 6 si 9 ale ATP- 7 
azei, varl o proteină asociată cu subuni-. 


tatea mică a ribozomilor mitocondriali ; 
9S corespunde părții centrale a locusului 


de sinteză ARNt; 15S si 21S sint genele 


pentru ARNr din subunitățile mici și 
mari ale ribozomilor mitocondriali. Tri- 


oril- 8. Trauser iptele mitocondriale sînt 
reprezentate pe cercul intern. Au orienta- 
rea acelor de ceasornic cù excepţia a două 


transcripte scurte: in regiunea: ORFI1-thrl1.- 
Liniile punctate: corespund situsurilor de . 


iniţiere, săgețile situsurilor de terminare, 
liniile încrucişate situsurilor de prelucrare. 


Pentru unele transcripte, situsurile de ini- - 


tiere si de terminare nu sînt cunoscute 
(Watson E colab., RE 


' același timp plurâlitatea . eveni- 
.mentelor ` 
: genomul mitocondrial face dificilă 


„recombinaţionale.- din: 
utilizarea “procentului! de :recom- 
binare: pentru - aprecierea distanței 
dintre markerii de . rezistenţă. la 
antibiotice, dispuşi la. O. distanță 


mare: unul. de altul. Aceștia pot 
“apărea. ca: nelinkati, deşi sint dis- 


pusi in aceeasi macromoleculă de 
ADNmt. Dificultăţile “amintite se 


. datoresc si ‘sistemului’ de polaritate 


care dngreuiazá. estimarea fre ecven- 


2:3 de. recombinare a - markerilor 


localizati in. Area i-au factor ului 
de sex o 


2 $6: PROCESUL MUTAG EN sr 
EE A "prj ri 


. 2.64. PROCESUL MUTAGEN : 


; Drojdiile, asemănător tuturor 


“organismelor. vii, prezintă o multi- 


tudine de mecanisme moleculare 


,ce-asigurá-replicarea -cu. înaltă fi- 
.delitate a ADN-ului si conserva- 


rea secventei de: nucleotide in ce- 
unghiurile - indică. localizarea secventelor .!! 


lelalte etape ale - ciclului celular. 


. Cu toate acestea, datorită unorim- 


perfectiuni là nivelul acestor: me- | 


-canisme sau ca :ráspuns la trata- 


mentul cu- factori mutageni, in 
macromolecula de ADN pot fi in- 
duse mutații. 
| „Pentru inducerea. mutatiilor la 
drojdii s-a folosit o gamă variată 
de agenţi fizici și chimici : raze. X, 


y, radiaţii ultraviolete (UV), acid nitros, hidroxilamină, agenţi. alkilanti 
(EMS, MMS, DMS, DES, NG, NQO, .DDO, NMA, NIL, NMH, NMT, 
NMU etc.)!, precursori ai bazelor azotate, coloranţi etc. Dintre analogii 

bazelor azotate, numai 5- fluorouracilul s-a dovedit un mutagen puternic 
în inducerea mutantelor cu deficienţe . respiratorii.. 5-Bromuracilul şi 
'— 4 EMS-etilmetansulfonat ; MIMS-metilmetansulforat; DMS-dimetilsulfat; DES- 
Jietilsulfat: NG-1-metil-3- nitro-1-nitrosoguanidiná ; 'NQO-nitrochinoleină-oxid ; 
DDO-N, .N'-dinitroso-N,  N'-dimetiloxamidă ; NMA-N-nitroso-N-metilacetamidá ; 
NMH-N-nitroso-N-metilureea ; NIL-1-nitroso-imidazolidoná- 2e NMT-N- N’-dini- 
troso-N; .N- dimetilenftalamidă ; ; :N MU-N-nitroso-N-metiluretan, 
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2,6-diaminopurina sint relativ: ineficienti dacă se folosesc singuri'si au 
un efect sinergic'dacă se folosesc împreună cu UV. Colorantii din grupul 
acridinei manifestă un. puternic . efect mutagen dacă se aplică în meioză 
si au un efect antimutagen în mitoză (Mortimer si Hawthorne, 1969). 


` Radman $i colab. (1979) au grupat factorii mutageni fizici si chimici 
in douá clase, in funcţie de modul de acţiune asupra materialului genetic: 
mutageni ce determină schimbări subtile in macr omolecula de ADN ca o 
consecinţă a replicării greşite (misreplication): Si mutageni ce. produc mo- 
dificári pr ofunde, în urma unui proces de reparare greșită (misrepair). 
La drojdii, ca mutagen ce produce replicarea greşită a ADN-ului, a fost 
folosită 2-aminopurina. Sora si colab. (1973) au ‘observat că 2- aminopurina 
induce, cu înaltă specificitate, conversia codonului ocru şi. ambră, în si- 
tusul can1-— 100, independent de. genă : RADS6..  Reversia se produce la 
valori apropiate nivelului spontan. Un alt posibil mutagen, ce determinà 
replicarea greşită, este: hidroxilamina care produce mutatii după o peri- 
cadă de intense sinteze de ADN (Lemontt, 1978). Mutagenul cu acţiune 
clară de acest tip este ICR-170,.ce induce cu înaltă i RR mutații 
frameshift, eficient si in cazul mutatiilor- rad6. | 


Majoritatea agenţilor mutageni (UV, raze X, EMS, MMS, DMS, DES, 
NG,. NQO, HN», HNO, NIL, B-propriolactonă, uridina tritiată) actio- 
nează însă printr-un proces de reparare. greșită în sep ez dependenţă cu 
produsul genei RAD6.. - 


fn. studiile' ‘de mutageneză se folosesc diverse sisteme test, în funcţie 
de agentul mutagen : . reversia alelelor ocru cyci-9, lys2-1, arg4-17, 
trp5-46 ; reversia mutantei missens hisl-7 ; reversia alelei ilv1- 92 meta- 
bolie'supresibilà ; reversia codonului de initiere cyc1-131, alela missens 
cyci-115.si alela fn paa cyci-183. (pentru mutageneza UV); reversia 
cuc1-9, cycl-131, cyc1-183 si arg4-17. în studiul mutagenezei cu raza y în 
tulpinile. rad6-1 si reversia.cycl-131, pentru analiza cantitativă a iube 
genezei chimice. Datorită pr oblemelor tehnice asociate cu mutantele rad6 
$i sistemul test cycl, este absolut necesar pentru confirmarea rezul- 
tatelor să se” folosească ambele alele rad, rad6-3 şi rad6-1, diferite tulpini 
Si o varietate de procedee test. Sistemele test utilizate se deosebesc prin 
gama de schimburi de perechi de baze detectată, sensibilitate, acuratețe 
și capacitate de a da informaţii referitoare la substratul modificării gene- 
tice. Utilizarea acestor teste este totuşi limitată, deoarece substitutiile de 
perechi de baze apar cu frecvente diferite in diverse regiuni ale unei 
genc, astfel că este greu de apreciat semnificaţia rezultatelor, 'chiar si în 
situația în care se foloseşte un set larg de alele. Desi toate testele sint 
supuse 'artefactelor, se apreciază că informaţiile cele mai complete. refe- 
ritoare la modificările responsabile de evenimentele mutationale s-au 
obținut prin studiile întreprinse asupra „genelor cyc (izo- -1-citocrom- SUMĂ 
Hisi, a căror. 'seeventá' nucleotidică este cunoscută (Lawrence, 1982). 
Prakash (1974), Kern si Zimmermann (1978) au presupus cá potentialul 
mutagen al UV, razelor y si al multor substanţe chimice depinde de func- 
tia genci RAD6*, in special in experientele in care celulele tratate sint 
în! faza staționară . de creştere. Dependenţa capacităţii mutagene de 
Sena: RAD6* à fost demonstrată experimental de Barclay şi. Little (1981), 
ce au insámintat tulpini permeabile la timidinmonofosfat (TMP) pe mediu 
cu continut ridicat de TMP; care poate actiona ca un semnal pentru in- 
ducerea sistemului repárator supus erorii (error prone repair). și implicit 


a procesului mutational prin reparare greşită. 
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Tehnicile utilizate la. baerii au fost adaptate și generalizate la droj- 
dii, care reprezintă un material ideal pentru studiul. mutagenezei. Con- 
cluziile care se desprind în: urma studierii mutantelor la drojdii, cu struc- 
tură tipic eucariotă, sînt mult mai relevante pentru organismele supe-: 
 rioare decît cele. de la procariote. . Studiile . efectuate de. Roman (1956), 
Gutz (1963), Inge- -Vecitomov si Kojin (1964), Raipulis si Kojin (1966), 
Zaharov si colab..(1968), Loprieno (1966), Kilbey (1975), Zimmermann şi: 
colab. (1978), Lawrence. (1982) si alţi cercetători au evidenţiat depen- 
denta acţiunii mutagene de structura genei, gradul de: ploidie,.de diferiti 


factori cum sint: specificitatea . agentului mutagen, concentraţia, -timpul 
de, tratament, PH-ul, temperatura. 


Experiențele : efectuate la diverse. specii procariote. şi- eucariote: au 
demonstrat că factorii mutageni acţionează in mod specific asupra mate- 
- rialului genetic al celulei. Această specificitate a agenţilor mutageni se 

caracterizează prin. capacitatea de a provoca un anumit tip de mutație la 
diferite niveluri de organizare a Apte adu genetie ::macromolecula de 
ADN „(sau ARN), subunitățile genei, gena, cromozomul. Modificările. in- 
duse la nivel molecular stau la baza. ve arg celorlalte modificări, astfel 
că acţiunea agenţilor. mutageni .depinde de specificitatea. exprimată la 
nivel molecular Si de structura concretă a materialului genetic (genei). 

Studiul comparativ. al. acţiunii razelor X, UV şi acidului nitros'asupra. 
genelor adel şi ade2 de la S. cerevisiae a evidentiat cá:acesti mutageni 


provoacă un număr. mai mare . de mutații la “nivelul: locusului ade? 
Capell eu 


t Tabelul 11 


ARI mapa mutabilitátii: locilor ade 1 şi ade 2 'sub acţiunea diferiților factori 
mutageni. (după Mau şi Kojin, 1966) ! 


T id c.n T I ade 2. : 
“Factorul mutagen ade 1 jade 2 ade 1 -+ ade 2 Sai T. 
Pcr ir e i Bir adc 1 
Minimi tNOMMmMÁÉ—TTUEUMPREUÁ—ÁEEmmYUUMmUTTM 
Raze Röntgen ` p T and GR ies «88. 240 - 
Haze UV | 24 -6S 92. 2,8 
Acid nitros CwS 58 | 66 . 7,3 


 Deosebirile dintre capacitatea mutagená a - acidului nitros si a raze- 
"lor X si UV se pot. explica pe baza modului specific de actiune, a acidului. 
nitros.. Vielmetter și Schuster (1960) au demonstrat. cá, acidul . nitros 
reactioneazá cu ADN prin intermediul dezaminárii relative, care duce la 
transformarea citozinei in uracil, a adeninei în hipoxantină și .a guaninei 
în xantină. Datorită proprietăţilor. pe care le. prezintă, hipoxantina (simi- 
lare cu a guaninei) și uracilul (similare. timinei), în procesul de reprodu- 
cere à macromoleculei de ADN apar erori. de împerechere a: “bazelor; 
perechea : de nucleotide A-T este înlocuită cu perechea de, nucleotide, C-G 
si invers, A-T Z- C-G.. Tranzitiile .G-C — A-T. şi A-T — G-C -induse de 
acidul nitros determină modificarea informaţiei. genetice. şi apariţia muta- 
țiilor. În, acelaşi timp, Vielmetter și. Schuster. (1960) au demonstrat cá 
viteza. de dezaminare. a citozinei. este de 4 ori mai mare decît. viteza. de 


dezaminare a adeninei si in. general înlocuirea: perechii C-G. cu perechea 
A-T are loc de 3—6 ori mai frecvent decit. înlocuirea. A-T cu.C-G. Coro- 
borind aceste date cu cele referitoare la specificitatea structurală a genei 
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dde2, se presupune că frecvenţa mai mare:a mutafiilor induse de acidul 
nitros, în comparaţie cu: factorii fizici, este condiţionată de structura 
locusului ade2, care contine mai multe perechi de G-C decit A-T. 

Rezultate 'similare au cbtinut Gutz (1963) si Loprieno (1966) care au 
studiat efectul mai multor agenti mutageni asupra d ade6 js adeT 
de la Schizosaccharomyces pomtwv. 

Lacassaqne şi Holweck . (1930), Mortimer (1958), Modstácchs (1965), 
Nakai si Matsumoto. (1967). au evidenţiat faptul cà răspunsul celulelor de 
drojdii la radiatii depinde de faza ciclului. de diviziune în care celulele 
sînt: supuse. acţiunii „radiaţiilor, de gradul: de ploidie etc..Lacassaqne si 
Holweck au arátat cá celulele care se găsesc în diviziune sînt mai rezis-. 
tente decit cele din faza staționară. Latarjet și Ephrussi (1949) au men- 
tionat că celulele haploide iradiate au fost inactive exponenital, in timp 
ce celulele diploide au prezentat o curbă a supravieţuirii, sigmoidà. Dife- 
rente sint si in privinta refacerii alterárilor provocate de radiatii. Celulele 
diploide sau descendenţii lor prezintă o intirziere în „însănătoşirea“ după 
iradiere, ilustrată de apariţia unor colonii noi din' celulele iradiate, după 
5—6. zilə de la iradiere. Celulele haploide care au supravietuit au dezvoltat 
colonii în: 2 zile.. Radiorezistenta a crescut. de e haploizi' da slip şia- 
scăzut de la triploizi. la tetraploizi : : 


Infa) < 2n(aa, aa) ~ infaa x) < 3n(aa x) (Luke si Saráchek) 1953); 
In(a, w< 2n(aa, sa) ~ 4n(aa oia) < 3n(aa c, adu) < 2n(a%) (Mortimer, 1958) 
1n(x) i 2n(uix) n An(aa aa) He 3n(a aa) <, 2n(ax) (Laskowski 1960). - 


. Dupá cum se poate observa gena tipului de împerechere i iile ză 
de asemenea, radiorezistenta. De exemplu, diploizii heterozigoti pentru 
tipul de împerechere, sint mult mai rezistenți decit diploizii homozigoti. 
Nakai si Matsumoto (1967).au arátat cá sensibilitatea la radiatii este con- 
trolată genetic, fiind identificate mai multe gene. 

"Zimmermann şi colab. (1966) au constatat cá prin incubar ea celulelor 
tratate cu acid nitros si diferite N-alchilnitrosamide, la temperaturile de 
29, 30 şi 33°C, procentul celulelor care au supraviețuit este aproximativ 
egal la 25 si 30°C si mai scăzut la 35°C. Frecvența mutațiilor este mai 
mare la 25°C, si cea mai. micá la 35*C (tabelul 12). 


Tabelul 12 


Influența tempsi asupra supraviețuirii si frecvenței mutatiilor 
(după Zimmermann si colab. 1966) 


Tem- DD O, - HN Ox. : NMA, NG, NMT, NMU, NIL, 
pera- 10 mM. | 25,4 mM 5 mM 10 mM 60%. 50 mM 50 mM 
tura, T a t p S ai.. 
e =) 
115% 1M,95| S, 95|M, % S, %IM, % .| M, %| .| M, 26| $.. 76 |M, 76]S, % i E 
uL E td i 


25: 66 65,5 69. 135,5 93 37,2 04174,5 4712731. 65^ 16,9 111 206 
"30 . 86 44,8 (89. "22,2 115 - 19,2 47 103,5 52 79,0 EENE HATRISIS 104,6 
5 22 34,8.. 48 735 ig 20,9 43 46,7, 21.80,9 50 3,87 46, 5,96. 

; Schwaier și colab, (1967) au explicat rezultatele prezentate în tabel 
Si propriile. rezultate prin existenţa unei stări premutationale sensibile la 
temperatură, care poate fi: transiorinajă în mutații stabile Prism pro- 


FS; a supravietuirea; M — frecventa mutatiilor la: 106 supraviețuitori, 
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ces metabolic de. fixare: ce.se.realizeazá prin “creşterea temperaturii: după: 
tratament. Nu se exclude nici intervenţia: unui proces reparator, desi nu 
se cunoaște dacă mecanismele reparatorii; a căror “eficienţă creşte: cu 
temperatura, pot repara leziunile determinate de. acidul nitros. Din:expe- 
rimentele prezentate: s-a desprins, concluzia cá temperatura: influenţează 
supraviețuirea imediat după insámintare, dar influența asupra frecvenței 
mütatiilor sa 'observă în perioada următoâre. Temperatura ridieată. stin- 
jeneste procesul de “fixare a mutatiilor care, :probabil, se realizează în 
momentul cînd celulele devin metabolic active; procesul fixării muta- 
tiilor'este cuplat cu un mecanism metabolic normal: Pe baza observaţiei Tui 
Zimmermann si colab. (1966), că frecvența mutaţiilor de reversie la tipul 
prototrof pentru adenină a genei ade 6-45 a fost influenţată. de creşterea 
reziduală, Schwaier si colab. (1967) apreciază cá se produce o creştere 
redusă la 35*C: comparativ: cu 25°C si în consecinţă! frecvenţa mutatiilor 
este scăzută.: b "wi mE Pie TITI) PET IE ie isi 
În privinţa influenţei pH-ului s-a observat că NMA şi NMU: induc 
mutații cu `o frecvenţă mare la un pH ridicat, în timp- ce: DDO, NMH si 
NIL au determinat o frecvență mare la un- pH 'scăzut. : NMT- prezintă 
aproximativ acelaşi randament la valori ale pH-ului cuprinse între 2:si 6 
precum şi o scădere rapidă la pH — 8. În mod obișnuit experienţele: de 
inducere:a mutaţiilor. cu: N-metilnitrosamide sint efectuate la pH = 7 sau 
la pH —8. Zimmermann si Schwaier (1967) au arătat cá NMA are un 
efect mutagen la pH = 4,5, iar Muller si Gichner (1964) au evidenţiat un 
efect mutagen al NG. la pH — 4,2 şi faptul cà la pH = 8,9 devine inactivă. 
NMT are același efect la pH — 2-6 si prezintă o scădere rapidă la 
pH — 8. NG are un efect aproximativ identic là pH — 2-8 (tabelul 13). 


| 
| Mm: 
[ră d E a Tabelul [13 
Inducerca mutatiilor de reversie án functie de' pH la tulpina ade 6—45. - 
de S. cerevisiae (incubat la 20°C timp de 30 min) (după Zimmermann şi colab., 1966) 


[DO capre [i SALA, pee Re |N MEL n prea Aire perc DNA via ne: 
tio | 10 mM | 5mM | 100 mM tinde Ele Peg e Opa eee ER ou 
pH 30 uM) nk : PEY o dom MD) id "HN: 
S, 90M, 90S, 95 M, 95S, e *65 ds "RS, % | M, %|S % | M» "6|; 96 | M, % 


po MM. D Ae OO C D OU MM MM MM RN NEED GUDBDDIRÓELLNÉLDLEEÓENS 


2,0 21,0 201,5 84,0 59,0 (69,0 - 34,0 50,0 37,9 46,0 130,0 69,0 '25,0 100,0 91,0 
2 


d re M E dl Ga S40, 350 re 050..142,0,-124,0...26,2.....03,0. 88,5 
60 — — 590 82,7 890 340: —  — 490 1230 (103,0 31,0. 90,0 .32,6. 
77,0 76,0 34,8 sif — 950.046 — —  — — 3 €. i ni 
80 — — 250 1080 690 318: —.. — 890 . 14 970, 37,4 105,0 15,3 


Frecventa mutatiilor depinde de asemenea de diferite procedee care 
sînt supuse erorilor si artefactelor. O tehnică trebuie să asigure: expri- 
marea şi detectarea tuturor mutatiilor şi estimarea precisă a numărului 
de celule care au supravieţuit, mutante si nonmutante. Zimmermann si 
colab. (1966), Kilbey şi colab.: (1978) au demonstrat necesitatea unei creş- 
teri reziduale în: exprimarea mutatiilor induse de mutageni. chimici. Gocke 
si Manney. (1979) au evidenţiat importanţa condiţiilor :de creştere în: ex- 
primarea şi detectarea mutantelor rezistente la canavanină, la tulpinile 
capabile: de reparare prin. excizie. Ínsámintarea unui număr mare de 
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celule pe medii selective face imposibilă detectarea mutantelor, datorită, 
probabil, faptului că. împiedică exprimarea mutatiilor sau formarea colo- 
niilor, in timp ce insámintarea unui număr prea mic de celule/vas Petri 
determină o creştere reziduală mare, dînd naștere la un număr semnifi- 
cativ. de -mutaţii. spontane per vas Petri, care pot influența estimarea 
frecvenţei mutatiilor induse (Lawrence, 1982). | l PA LAE 
"S-au: observat diferente în privința ratei mutatiei spontane în compa- 
ratie cu ced indusă experimental, frecvența mutatiei fiind mai mare în 
meiozá,:.datoritá în principal deletiilor si aditiilor de perechi debaze.: 
Manney. si colab. (1979) apreciază cà diferenţele se datoresc imposibilității 
de detectare a tuturor mutatiilor care apar în mitozá. Cele mai mari rate 
ale. mutatiei s-au înregistrat la tulpinile rad 3-12, rad 18-3 şi rad 52-1, 
fiind dependente de sistemul test folosit. De exemplu, rata de reversie a: 
genei ura 4-11 crește de 30 de: ori la tulpina rad 52-1, in timp ce reversia 
. locusului lys1 este'nemodificată. Golin ‘şi: Esposito (1977) au. demonstrat. 
că tulpina ce poartă mutatia rem 1-11, care intensifică recombinarea 
 intrà- şirintergenică în meioză, prezintă de asemenea o frecvenţă ridicată 
a mutatiei- spontane.: Frecvența mutatiei spontane. ce conferă rezistență 
la eanavaniná a crescut de 5 ori, iar reversia trp 5-2 de 15 ori. Pe lingă 
aceste mutații care măresc frecvenţa mutatiei spontane; Quah și :colab.. 
(1980).au izolat 2.mutaţii ant 1 Si ant 2, parţial deficiente în: această pri- 
vinţă. Ant 1. reduce rata :mutaţiei care supresează lys 1-1 de aproape: 
"4:ori,nu are nici un efect asupra reversiei intragenice a lys. 1-1 si scade. 
reversia his 1-7 de aproape 2 ori. Mutatia ant. 2, care este o alelá.a genei 
REV..3, reduce reversia: intragenicá a lys 1-1 de 5—12 ori, a arg 4-17 de - 
4'ori, reversia his 1-7 de aproape 4 ori şi are un efect redus asupra frec- 
 ventei. mutatiilor. supresoare. Actiunea antimutator a alelei rev 3 pare 
' să fie epistatică. la efectul mutagen al mutatiilor rad 3, rad 18, rad 51, 
sugerind.cá. mutabilitatea ridicată a mutantelor rad se datoreşte unui 
` mecanism dependent de REV 3. Liebman si colab. (1979) au. studiat gena 
mutator DEL 1, strîns legată de locusul CYC 1, si au constatat cá deter- 
mină o frecventă ridicată a mutatiilor multisitusurilor care cuprind grupul 
de gene CYC 1, RAD 7 si OSM'1. Efectul mutator al genei DEL 1 nu este 
influentát de temperatură (23...37?C) si nu este dependent -de funcţia 
genei RAD 52. Downs şi Liebman (1982) presupun că DEL 1 prezintă tră- 
sáturi comune cu elementele transpozabile de la Zea maâys si E. coli. Greer 
(1982) a evidenţiat un alt element transpozabil care poartá gena his 4C. 
și care posedă o acţitine mutator puternică şi generală. M n 
Hastings si colab. (1976), von Borstel și colab. (1978) apreciază că 900% 

cau chiar mai mult din toate mutaţiile spontane sînt mai degrabă conse- 
cinta reparării leziunilor ADN, decit a neputinței de: a corecta erorile de 
replicare, "^" NOM o I a oan EM 


4 . 
"nu 


Se consideră cá multe dintre'genele mutator își exercită cea mai mare 


PNG "$611 IZOLAREA MUTANTELOR p E 

- Anvestigaţiile privind procesul mutagen la: drojdii s-au bazat in prin- 
cipal pe analize genetice, examinarea însuşirilor tulpinilor mutante, sen- 
sibilitatea la diversi agenti care afectează ADN-ul, frecvenţa recombinării 
spontane si induse experimental ete. adeb 5 gr : 
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© Mutantele deficiente sau anormale. pot fi izolate: direct prin: detec- 
tarea clonelor de celule tratate în mod specific pentru aceste fenotipuri 
si indirect prin identificarea tulpinilor selecta anterior, Sensible la 
agenti care afecteazá ADN-ul. 

Mutantele deficiente in ceea ce "m exprimarea IESUS spon-. 
tane si induse au fost izolate prin screening-ul clonelor mutante, în urma 
tratamentului cu; mutageni (Lemontt si Mortimer, 1970; von“ Borstel si 
colab., 1973) sau indirect prin screening-ul tulpinilor. sensibile la: mutageni: 

(Zaharov şi colab. 1986 ; Lawrence si Christensen, 1976 ; Prakash, 1976). 
| Testele selective se bazează de regulă pe mutatiile directe (progresive) 
rezistente la: medicamente si care în multe cazuri, rezultă prin mutatia. 
unor gene ale. căror funcţii sînt esenţiale. Rezintenţa - la. cicloheximidá, 
criptopleurină sau fricodermin' se ‘datorește,’ cel puţin. în unele cazuri, 
mutatiilor: genelor. structurale. pentru componentele ribozomilor citoplas- 

matici (Cooper , și 'colab., 1967 ; Skogerson: și: colab;, 1973 ; Schindler şi. 
colab., 1974), in timp: ce: rezistența la canavanină (analog al. argininei) se 
datorește! alterării unei. componente. membranare (Whelan: si colab:;, 1979). 
Selectia mutatiilor. lys2 in funcție de abilitatea de-a utiliza «- -aminoadi- 
. patul, ca principală sursă de azot, constituie un procedeu potrivit: ipepâru 
studiul cantitativ: al mutatiilor progresive. 


James şi: Kilbey (1977) au elaborat un procedeu pentru detectarea 
unei game largi. de mutante care se bazează pe analiza genealogică a celu- 
lelor individuale din diploizi şi selectarea pentru rata uniformá a cresterii. 
Prin acest procedeu s-au detectat șase clase de mutante : mutante. letale: 
recesive, semiletale, ter moserisibile, quove mbtfelesiee Si mutante ce. 
afecteazá rata de crestere. : 


Această metodă prezintă PAD de a T cbloniile 'sectoriale 
de cele nesectoriale, fapt deosebit de important in detekminarea momen- 
tului in care apar mutatiile in' celulele cu capacitate. sau deficiență în 
repararea prin excizie. | 


„Se apreciază că procedeele : de selecţie a nutatiilor. directe Ti m 
sînt capabile să detecteze un “spectru mai larg. de alterări TAN. | | 

Procedeele de detectare. directă au fost, de asemenea, folosite pentru 
a izola. mutante, care manifestă. niveluri fie: pronunţate, | fie scăzute ale 
mutagenezei. ‘spontane. Borstel si colab. (1971) au folosit numărul de pa- 
pile albe crescute, pe. coloniile roşii ale tulpinii ade2-1. Papilele. albe. sint 
rezultatul unei varietăţi de :mutaţii, incluzind mutații regresive, supresii 
- nonsens, mutații progresive in locusurile ade. 
.. Estimarea capacității, diferitelor tulpini dea suferi mutatii spontane 
"sau induse se bazează si: pe. reversia uneia sau: mai multor. mutante auxo- 
trofe. Frecvența de reversie la prototrofie depinde de tipul de mutagen 
folosit, motiv pentru care un singur procedeu test nu este edificator pentru 
stabilir ea efectelor. unor mutageni asupra unui. set. dat de tulpini.. Lemontt 
(1971) a folosit reversia alelelor ocru argá- -17 si lysi-l pentru detectarea 
clonelor potențial mutabile. Prin examinarea a 37 000 de clone, Lemontt 
a izolat 20 mutatii independente, localizate în unul din locusurile REVI, 
REV?, REV3. În privinţa. frecvenţei reversiei,s-a observat, de exemplu, că 
reversia alelelor ochre arg4- T(; lys1- -1 hisb-2 puternic reversibile la UV, 
apare cu o frecvenţă mai mare: de 1% la 104 supravietuitori, là o. viabili- 
tate. relativ : crescută (> 1094). Se apreciazá.cá cei mai multi. revertanti 
indusi de UV se datoresc unor evenimente jntragenice: (Resnick, 1969 ; 
Lemontt, 1971, 1977), desi nu este exclusá nici PENDET apariţiei spon- 
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tane a supresiei nonsens..Cea mai mare frecvenţă a reversiei este indusă 
de. radiaţiile “ionizante în 'alela arg4-17: Mutatiile codonului de initiere 
cycl-131 și mutatia missens cycl-115 sint puternic reversibile (mai mult 
de 1%/:la 10% supraviețuitori) la. concentraţii de mutageni chimici care 
omoară mai puţin de 509/, din. celule. Majoritatea revertantilor spontani 
(80—909/,) pentru genele lys!-l si :arg4-17 prezintă supresori: ochre 
(UAA) care inseră tirozina în situsurile UAA la tulpinile Y! si care pro- 
babil afectează una din cele 8 gene ARNt'""; 

Studiul mutatiilor spontane se bazează, dé asemenea, pe analiza mu- 
tatiilor missens! his1-7 şi hom3-10 (von Borstel şi colab. 1973).. Alelele 
his1-7. cese prezintă. ca mutații missens sînt! capabile de reversii secun- 
dare ; într-un: număr mare de situsuri intragenice (Fogel si colab., 1978), 
iar alelele hom3-10 sint considerate de Magni (1963) mutații fi ameshift. 

Prin utilizarea supresorilor codoni-specifici a: crescut eficienţa teste- 
lor de reversie în studiul proceselor mutagene. Astfel, în testele de rever- 
sie, în afara alelelor. ochre, prezintă importanță supresorii amber (UAG) 
(Liebman Si colab., 1976) şi. pupresotij frameshift uper Si PREDA 
1977). 

DE i acest procedeu ispitei clonele potenţial mutante prin 
inducerea unui număr relativ mic de substituţii de perechi de baze, pen- 
iru identificarea suplimentară a mutantelor, Lemontt (1970), Whelan si 
colab. (1979) au utilizat un test care se bazează pe mutageneza progre- 
sivă ce conferă rezistenţă la canavanină. Rezistenţa la canavanină poate 
rezulta dintr-o varietate de alterări localizate într-un! număr mare de 
situsuri. din locusul CANI (genă structurală pentru permeaza specifică 
argininei). Desi insuficient studiate si cu limite în detectarea anumitor 
tipuri de mutatii, metodele selective care se bazează pe rezistența le etio- 
ninà (Chercot si De Robichon-Szulmayster, 1970), analogi purinici (Picke- 
ring s$»- Woods, 1973), nistatin (Ahmed si Woods, 1967), p-tluorofenilanină 
| (von Borstel și colab. 1973), cupru, cadmiu sau litiu (Brennes si colab., 
1955 ; Laskowski; 1956) sau la metiluretan (Singh şi Sherman, 1975) sint 
folosite! pentru testarea mutaţiilor progresive. Selecţia mutatiilor Lys2, 
in funetie de capacitatea: lor de a utiliza L-aminoadipatul ca sursă prin- 
cipală de azot (Chatoo si colab., 1979) pare, de asemenea, sá.constituie 
cea mai promițătoare. metodă selectivă pentru studiile cantitative ale 
mutatiilor progresive. 

Winge si Laustsen (1937) au demonstrat existenţa controlului genetic 
asupra morfologiei si dimensiunii coloniilor de drojdie. Clonele mutante 
se disting în unele. cazuri fenotipic, putînd fi identificate si izolate, in 
timp ce alte mutante nu se disting morfologic, pentru izolarea lor fiind 
necesare alte criterii, între care transferarea, prin metoda replicii, a co- 
loniilor crescute pe mediu complet, pe mediu -minimal si testarea ulte- 
rioară pentru a stabili substanța sau grupul de substanțe necesare creş- 
terii. Frecvența acestor. mutații auxotrofe pentru diferite baze azotate, 
aminoacizi etc., variază. între 19/ in cazul tratamentului cu EMS si UV 
$i 109/ prin tratarea - celulelor cu NG uiti, 1965; Lingens si Olt- 

manns, 1964, 1966). 


Uneori, pierderea unei funcţii biosintetice paritare este asociată 
la unele: specii cu modificări vizibile. Un ETE este - DD ai de 


up = = determinant dope mitocondrial cu capacitatea de a Aa Lică Suptesorii - 
f nonsens, - ' : 
, ARNÉ ^L. ARNE ce A pes fica. tirozina. 
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mutantele adel si ade? de la S. crevisiae si ade6 şi ade? de la S. pombe, 
incapabile să crească în absenţa adeninci. Leupold (1965), Woods si Bevan: 
(1966) au. arătat .cá genele ADE1 si ADE2, precum si ADE6 si ADET con- ` 
.troleazá conversia. 5-amino- -4-imidazol-ribotidului î in.ribotidul 5-amino-4- 
imidazol al acidului carbonic si a ribotidului acidului carbonic in 5-ami- 
no- 4-imidazolsuccinilcarboxamid-ribotid. „Acest proces este :catalizat-de 
enzimele 5-amino-4-imidazol-ribotidcarboxilaza şi 5-amino-4-imidazolsuc- 
cincarboxamid-ribotidchinosintaza. “Blocarea acestui proces, prin. mutație, 
determină acumularea unui: pigment rosu-purpuriu işi oprirea sintezei 
adeninei. Mutaţiile acestor gene pot fi identificate si izolate prin culti- 
varea pe mediu. care: conţine o cantitate redusă de adenină, formînd. co= 
lonii. roşii. Frecvența spontană a mutantelor adenină (de. culoare rosie) 
este. mai, mică. de. 1- 10-5 si ajunge la 5 5 107%, gînd se. Teese Roues equi 
(doze) mari de mutageni.. 


„O frecvenţă mai mare.a mutatiilor s-a obținut eme inregistrarea colo- 
iR] albe si a sectoarelor albe pornind de la o tulpină roșie, dependentă 
de adenină. Mutantele albe apar, fie în urma introducerii unei mutații 
într-una din genele ce controlează cele şase etape anterioare celei con- 
trolată de genele ADEA si ADE2 (fig. 57, fie în urma reversiei genelor 
ade1 Si ade?.. 


ADP 5 10 aw" 
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Fig. 57. . Reprezentarea schematică a po EE genice implicate in sinteza adeninei 
la S. cerevisiae. .. -= AE) 
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La S;cerevisiae. şi Sı pombe 's-au identificat mai multe mutante: care 
formau colonii roşii sau: roz, din care unele: s-au dovedit:a fi auxotrofe 
pentru adenină (Reaume si Tatum, 1949), iar altele 'nu' erau asociata: cu 
necesitatea de adenină: (Ephrussi, 1949). Roman: (1956) a obţinut -diferite 
nuanțe de: roșu, pornind, de la o niutantă roșie : unele rezultate: prin 
reverşiă - mutantelor originale, iar altele fiind supresori “care. pot. crește. 
pe: mcdii: fără adenină. Majoritatea: mutantelor $e.datoresc blocării unei 
trepte:a căii de .biosinteză a adehinei: înainte ca blocajul mutational -să 
producă -pisment: roşu. Aceste: mutații: blochează : treptele intermediare, 
impiedieind sinteza pigmentului rosu (Kilbey, 1975). 


‘Von Borstel si colab. (1971) àu: izolat) mutante cu o rată” crescută; 
utilizind-intr-o primă’ etapă sectoarele ‘albe ale tulpinilor roșii depen- 
dente de adenină (ade 2—1). Sectoarele albe: sint consecința unui spectru 
larg! de: inutatii incluzind mutatille de reversie, supresia: nonsens și mu- 
taţii dir ecte^ce apar în -locusurile ade. i 


Horne şi Wilkie (1966) au observat cá mutantele snio E pot fi 
usor identificate: prin: cultivarea pe mediu so luptă în care se sia 
colorantul Magdala, coloniile avînd'euloareă roșu inten | 

“Bhattăcharjee” şi Lindegren (1964) au dep Mat | o` 'mütatie a genei 
p 9' care formează “colonii galbene. Mutantele rezistente! la^ cupru și 


cele cu necesităţi: de metionină acumulează un pigment maro (Seno, 1963 ; 
Mortimer, 1969). 


Galzy. (1964) a izolat o colonie cu aspect neted, lucios, prin Cit ie 


ei-un. timp, mai îndelungat pe mediu cu, lactat sau alcool etilic, Zaharov. . 


Și, Inge-Vecitomov (1966). au se electionat o, mutantà care. formează colonii 
cu aspect rugos. 


Lawrence şi colab. (1981). au, obţinut t bune prin screening-ul 
mutantelor, pronind de la alela: fr ameshift, his 4, Prin procedee screening 
indirecte! au fost. izolate tulpini sensibilie la. radiaţii și MMS. Se presu- - 
pune că aceste tulpini sînt deficiente în repararea ADN-ului, 


2612. TEHNICI.DE.IMBOGATIRE A. FRECVENȚEI: MUTAȚIILOR 


S-au întreprins numéroase cercetări pentru cresterea procentului de 
iutante auxotrofe in populaţiile de celule tratate. Ridgeway. si Douglas 
(1958), Moat şi colab. (1959), Snow (1966), Strómnaes și Mortimer (1968) 
au -utilizat diferite fungicide si alte substanțe pentru selectionarea. unui 
număr mai mare de mutante. Metoda de îmbogăţire a frecvenţei mutan- 
telor cu: ajutorul nistatinului se bàzeàzá pe proprietatea pe care o are de 
a acţiona selectiv asupra celulelor aflate în diviziune, prin legarea lui 
de: sterolii din. peretele 'celular. Celulele : 'prototrofe, afiate:: în fază expo- 
nentialá, sînt tratate cu un agent mutagen; insámintate pe mediu minimal 
ce. contine o'sursà de azot si incubate la 30°C pentru: 3—4 zile. Se con- 
Siderá că in: 'acest timp: celulele auxotrofe, “produse. de: agentul mutagen, 
nu au intrat în diviziune, ceea ce-permite nistatinului să acţioneze asupra 
celulelor prototrofe care: se. divid, determinînd' moartea lor. Prin distru- 
gerea selectivă a nonmutantelor (celule prototrofe aflate in: diviziune):se 
reușește 'să se acumuleze. un număr mai mare dé mutante 'auxotrofe. 

“Moat și 'colab. (1959) au introdus in mediu de cultură endomicină 
$i amfotericinà: B, care omoară selectiv celulele prototrofe ce cresc, men- 
ţinîndu-se: viabile numai celulele :auxotrofe. Megnet (1965) a folosit în 
experienţele: :cu S.pombe. 2-deoxiglucoza, care acţionează ca un:inhibitor 
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al sintezei peretelui celular. Prin acest procedeu frecvenţa mutantelor 
' auxotrofe induse de. nitrosoguanidină, de exemplu, a crescut: de la 8. 
“la 46%. Henry (1973) a experimentat în condiţii care au'perniis numai 
celulelor prototrofe: să crească Si astfel -să încorporeze din mediul: de 
cultură uridină tritiată sau aminoacizi marcați cu tritiu. Celulele au fost 
menținute pe acest mediu 2-5 ore, după care au fost spălate şi ţinute 
timp de 12 zile la 4°C. S-a constatat că în acest interval de timp supra- 
vietuirea celulelor prototrofe.a “scăzut la mai puţin de 109/4.in timp ce 
mutantele auxotrofe, care: nu se divid, :înglobează în foarte mică măsură 
substanţele marcate, reuşind să supravieţuiască într-un procent. mai 
mare. Ridgeway 'şi Douglas (1958), Megnet (1965). au folosit o, tehnicá 
care se bazează pe observaţia că în absenţa unor substanţe ca. inozitolul 
celulele mor. În cazul unei „mutații. auxotrofe secundare moartea celulei | 
este evitată. Această proprietate poate. fi. folosită “pentru creșterea pro- 
portiei:de noi mutante auxotrofe apărute într-o „populație inos- tratată 
cu agenti mutageni . | ds dg; atm | € i 

... Quash şi colab. (1977, 1980): au izolat 8 gene;denumite MUT1—MUT6 
si MUT9—MUT10, ce măresc rata. mutatiei spontane. 

-Pentru inducerea -experimentală și selecția, mutatiilor. se -recomandă 
folosirea clonelor monosporale, care dau: posibilitatea identificării muta- 
tiilor, indiferent dacă sint în stare „recesivă sau dominantă.; 


2.6.13. CARACTERIZAREA MUTANTELOR 


. Mutantele induse experimental cu diferiti agenti mutageni fizici şi 
chimici pot fi caracterizate prin diferite proprietăţi ! ale celulelor mu- 
tante, cum sint: reversibilitatea cu diferiţi agenti mutageni, suscepti- 
bilitatea’ la reversie'fenotipicá sub influenţa condiţiilor de cultură; rás- 
'pünsul'la supersupresori şi complementatie intracistronicá. Pe aceastá 
bazá se poate deduce natura leziunilor induse in ADN de agentii muta- 
geni (Mortimer $i Hewthorne, 1969). mede 

Mutatii de reversie. Analiza geneticá a mutaţiilor de reversie la 
S.pombe. induse experimental cu diferiți agenti mutageni (UV, acid 
nitros, NMU, NG, di-epoxibutan) si a celor apàrute spontan, a evidentiat 
specificitatea mutagenilor folosiţi si un răspuns diferentiat al celulelor 
ht și, h— la tratamentul cu di-epoxibutan.. Mutatiile de. veversie: induse 
prin tratarea celulelor haploide met” 4h- cu acid nitros, ca si cele spon- 
tane au reprezentat, aproape exclusiv mutații supresoare, in. timp ce, re- 


versiile induse de NMU, NG si UV au fost reprezentate de douá tipuri de 
mutații : reversii supresoare si reversii adevărate. AT Mt 4 
Zimermann şi colab. (1966) apreciază că temperatura de incubare. 
este un: factor. important în determinarea randamentului. reversiilor ade- 
nină, induse prin tratare cu: acid nitros şi: nitrosamide. Incubarea la tem- 
peraturăs ridicată. duce la scăderea: randamentului: mutational, creşterea 
reziduală nefiind implicată. În contrast cu efectul metioninei,. s-a:demon- 
strat că faza sensibilă la: temperatură este mai. scurtă si corespunde: pe- 
rioadei de cîteva ore dintre tratament și diviziunea. celulară și, probabil, 
apare în momentul în care ADN-ul este sintetizat. Aceiași autori au ară- 
tat că numărul de diviziuni. reziduale. posibile după tratament poate: mo- 
difica randamentul reversiilor adenină. induse de acidul nitros. ^ ^. 


„ “Natura, modificărilor structurale: produse prin mutație este elucidată 
în mare măsură de rata mutantelor de reversie.. În: cazul mutantelor non- 


194 Hohe ze eu : » i gti — EL 


sens işi míssens se aşteaptă rate iai înalte ale mutantelor de reversie 
decit in; cazul, mutantelor ce prezintă modificări de citire:a mesajului ; 
aditia sau deletia unei singure baze determină modificarea: citirii 'sau o 
„ „aberaţie profundă. Se apreciază că rata mutantelor de reversie este mai 
mare în meioză decît în mitoză. De exemplu, diploidul thr 4/thr.4'a pre- 
-zentat o rată a reversiei de 3/10! în mitoză sí de 100/1019 în meioză pe 
“celulă si pe generaţie. Ratele: reversiei în cazul diploidului heterozigot 
"iau fost de'3/1010 în mitozà si de 4/101 în meioză. În cazul diploidului 


i homozigot pentru gena his 1—1 si heterozigot pentru genele thr. 3 şi 
carg 6, rata reversiei a fost de 1/1019 în 'mitoză și.de 200/ 1010 în meioză. 
: Din 163 de clone sporale 'revertante, 719 au fost recombinante pentru 
-markeri externi, în timp ce numai 150% din 202 spori nonrevertanti au 
:fost recombinanti. Efectul meiotie a fost observat de. Magni $i: colab. 
.((1966) si in cazul mutantelor nonsens lys 1—1 și his 5—2. Rata dere- 
versie a` diploizilor homozigoți a fost de 4/109 în diviziunea mitotică si 
a 1107 în meioză, Se presupune că această înzecire a ratei de reversie în 
mo, ză se datoreazá numárului mutaţiilor supresoare $1. nu unor schim- 
bără semnificative în numărul mutantelor de reversie. De exemplu, in 
à -Manei his 12-1 ratele mutantelor de reversie au fost. de 5/ 109 in 
-cazul g ke Ile kike REN i (XA 
sia ae N te: 7/10 în meioză, în timp.ce frecvențele mutantelor supresoare 
a pat 1: -3/108 în mitoză, şi de 5/ 10; in. meioză. Mortimer si Hawthorne 
(1969) au. pr supus că aceşti supresori s-au format prin aditia sau deletia 
Meri aos 2 ult ate din crossing-over inegal in gene ce codifică ARNT. Deşi 
rA ies reti sînt de 10 ori mai mari decit cele observate în cazul 
in glie a tai re m și în fremeshift, se consideră că cel puţin 10 locusuri 
zu BG ăi ind "eati in reversia: acestor două mutante nonsens. Mu- 
EREE speen dÉ ie i ^ «te de supersupresorl au fost folosite de Mortimer 
Hire Fic scrierea. leziunilor care determină apariţia mu- 
S pi T : ru dé. poate fi identificat cu UAG (amber) sau UAA 
be I Rus e nonsens.  «tantelor.cu tulpini ce contin alelele tipului 
ochre) prin Angrueisareă ua :Megfă supresori'speelfiel graner di acte ce 
fiara regie F PEDOT P. “supresată in situaţia apariţiei unui raport 
E rară i i fapt iiny, este. . minat de gena luată in considerare de 
n grega Bu feng ipului deter.: ot fi selecționați si prin izolarea mu- 
E $15 :1.»upersupresorl, .u cel puțin două mutante amber şi 
tantelor din stocul „parental, ce conți  -ediu selectiv.. Prin această tehnică 
„două ochre, și, prin cultivarea pe un ms pentru testarea. supresibilitátii 
se evită încrucișarea Si analiza tetradicu. ~. k | « 
mutantelor noi |. . defun + 


Mutantele:rianWent ipot Jisrocumoscuie à wm săspunsul lor la diferite 
condiţii de cultură şi das PUPA casti Aagi presiunea osmotică, care 
koe e și în special temperatură ‘e tip sălbatic. 
nu influenţează negativ creşterea tulpinilor d tanen Alei si 
. . Mutafii letale. Efectul letal al diferitilor piene. Mitt deogenelor 
chimici, se datorează mai multor cauze ca, de p. Île ?" “usor structuri sau 
Sau cromozomilor, distrugerea peretelui celular s. U vo in 
organite celulare, dereglări raetabolice etc. 4 Jn: Puani tan- 
— „ Existenţa fazei. diploide stabile oferă . posibil itatea pe E ci 
telor letale, dominante și re:cesive. Datorită frecv: miei 1 77 dnt elimi- 
.binárii mitotice, miutaţiile letale recesive devin ho 979^ sto cu radiaţii 
nate din populaţie. Prin cultivarea celulelor diploi de, irad acr si Tobias 
 Sonizante, pe mediu de spor ulare; $i Alee ct) lasci 96; Mortin Mo cu 
(1953) au observat că în cîteva asce doi din cei ] yru (ea bii mică 
format colonii, datorită unor mwtații letale recesive ` Rezistența ips 
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la. folii. à dp e PA haploide, în comparaţie cu “a dian diploide, este 
atribuită. în. mare măsură mutaţiilor recesive. Owen și Mortimer (1956) 
au stabilit „că frecvenţa mutatiilor letale dominante este proport 'tionalà 
Et gradul de ploidie a genitorului. iradiat (Kilbey,. 1975). 


„James si' Werner (1967) au studiat efectul letal al razelor X, arütind 
“că. acesta se manifestă sub diferite modalități : moartea, tuturor celulelor 
din: populaţie : : în unele cazuri: celulele suferă. e) singură diviziune după 
iradiere ; în alte cazuri distrugerea. este latentă de-a lungul unui număi 
"variabil dé: generaţii vegetative, astfel. încît sint produse celule: nâVor- 
tate“ “sau: sporadic rezultă subelone de .celuie moarte în generaţiile, tim- 
'purii ale.coloniilor dezvoltate din celulele. care. au supravieţuit iradierii. 
Frecvența: relativă a diferitelor expresii ale, letalităţii variază cu condi- 
tiile de iradiere; : cum ar fi doza, şi. presupune că aceste tipuri, reflectă 
mecanisme diferite prin care este; determinată moartea celulei; Pe! de 
altă parte, este posibil ca un mecanism să fie dominant asupra celorlalte 
şi că: variatele: expresii ale mortii ; reflectă. mai, precis.. diferentele canti- 
taüive i în cadrul unui singur tip. de distrugere. " 


James si Werner enunță unele concluzii referitoare! la. natura- leta- 
litátii induse de razele X. “Astfel; existenţa unui mecanism reparàtor este 
"sugératà de faptul că un interval prelungit între iradiere si prima .divi- 
 zZiune este. însoțit dé o mai mare probabilitate de supravietuire, aceasta 
fiind de 470% pentru. un: interval . «C4. ore. Si. 73% pentru un- interval 
25 ore. In-cazul celulelor la care mitoza;a fost inhibatá' prin iradiere, 
supresia lor este mai mare. Rolul refacerii a fost confirmat prin teste in 
care intirzierea de după iradiere a fost prelungită prin tratament cu 
2-mercaptoetanol, supraviețuirea celulelor tratate fiind evident mai mare 
"decit Ja martor.: Refacerea nu a.àvut loc după prima diviziune după ira- 
diere. Un interval mai mare între -prima: și à doua diviziune, după ira- 
diere, a fost însoțit de o scădere a supravieţuirii, și anume de 860, pentru 
un interval <8 ore si 58% pentru un interval L9: ore. Absenta refacerii 
după prima diviziulie sugerează: că :distrugerea s-a 'produs după replicarea 


^ “ADN-ului. Pe de altă parte; este foarte posibil că 'refacerea sá continue 


şi după prima diviziune; dar este mascată de leziunile nereparate care 
se exprimá într-o rată redusă a diviziunii celulare. 


James si Werner consideră, de asemenea, că letalitatea indusă de 
razele X -depinde adesea -de distrugeri în mai multe situsuri. Această 
concluzie este argumentată de faptul că timpul mediu pînă la prima 
diviziune de după iradiere a fost mai redus pentru coloniile sectoriale 


decît pentru cele normale, mai scurt pentru coloniile avortive, decât pen- 
tru cele sectoriale si mai scurt pentru dublete sau triplete decît pentru 
„coloniile avortive, ccea ce. sugerează că aceste tipuri diferite de distrugeri 
letale sint. legate calitativ. Deşi. se apreciază cá. efectul general este ge- 
netic, sînt indicații care duc la concluzia cá unele efecte Jetale nu sint de 
natură genetică, ci se datoresc distrugerii unor structuri citoplasmatice. 
Mutaţii, de rezistență. "Drojdiile, ca 'şi alte microorganisme, au capa- 
citatea de a deveni, prin mutații, rezistente la o serie de compuşi toxici. 
„Testarea unui număr mare de. substanţe, în diferite . sistenie biologice, 
i analiza genetică: si biochimicá.a. mutatiilor induse au. „contribuit la: elu- 
cidarea, cel putin partialá, a. mecanismelor. celulare si. moleculare ale 
rezistenței. 
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Potențialul selectiv pe care îl conferă rezistenta la unele medica- 
mente ca, de pildă, canavanină (analog al argininei), este folosit în muta- : 
geneza experimentală. Magni si colab.. (1964) au observat că celulele pro~: 
totrofe de S.cerevisiae rezistă la o concentraţie de 4-10 ug/ml, iar. mu= =. 
tantele rezistente crese pe mediu care conţine 30 ug/ml. Se consideră 
că rezistența là canavanină este controlată de o- genă recesivă, ceea ce. 
face 'ca potenţialul selectiv al acestei. rezistenţe: să poată fi folosit numai 


în cazul tulpinilor haploide.. A, 
Willie si Lee (1965) au obținut mutante. rezistente la ciclohexomidă,; 
iar Patel și Johnston (1968) la nistatin. Wilkie'si Lee: (1965), Mortimer: 
și Hawthorne (1966) au observat că cicloheximida în concentraţie. foarte 
mică (1 vg/ml) devine toxică. pentru: unele specii de drojdii, fiind un 
inhibitor al sintezei 'ADN' şi al proteinelor. Rezistenţa. la cicloheximidă 
a celulelor de'Sicerevisiue' este: controlată după opinia lui Willie şi. Lee. 
(1965) de 8 gene, iar la S.fragilis rezistenţa se'datoreazá, după Siegel şi 
Sister (1965), Rào' si Grollman (1967), prezenţei în celulă: a subunitátilor.. 
ribozâmale dé'60 S insensibile la : cicloheximidă.. La. S. cerevisiae. s-au. 
identificat 5 gene care controlează rezistenţa la nistatin, rezistenţa rezul- 
tind prin! mutatia genelor: care controlează: compoziția peretelui celular. 
Lampen '(1966) a presupus: că prin legarea nistatinului de sterolii din 
peretele celular.aré loc modificarea permeabilitátii acestuia. S-a. demon- 
strat cá acţiunea toxică :a:;:2-deoxiglucozei, utilizată pentru selecţia. mu- 
tantelor: auxotrofe;.:se datorește interferenţei. în sinteza .polizaharidelor 
structurale.  2-Dzoxiglucoză. inhibă creșterea. şi determină liza. celulei în 
regiunile; de formare a straturilor. de: glucan, din peretele; celular. Mutan- 
tele de S.pombe rezistente: la 2-deoxiglucozá sint partial deficiente în 
hexokinază, în timp ce mutantele: rezistente: la alcool etilic, sint parţial . 
deficiente în alcool dehidrogenazá. (Mortimer şi. Hawthorne, 1969). S-au 
descris de asemenea: mutante, rezistente la difarite antibiotice antibacte- 
riene si ioni metalici (Cu, Li, Cd)... VO fe rotii ae a "TENOR A 
'Rezistenţa: la. efectele. toxice»ale. ionilor metalelor grele la. drojdii 
este mediată: de.;; sinteza. unei. proteine cu „greutatea - moleculară mică. 
(7000 daltoni); bogată in. cisteină, denumită, metalotioneira. Metalotio-. 
neina interacționează cu'ionii-de cadmiu, zinc, mercur, cupru, pe care-i. 
imobilizează, jucînd: astfel, un. rol important. în reglarea metabolismului 
metalelor grele si în detoxificarea celulei. .Brones-Powales si colab. (1955) 
au descris, primele tulpini sensibile (cup1*) şi rezistente (CUP1 ”) la cupru. 
Analiza genetică a tetradelor rezultate: din încrucișarea: CUP1"X cupl* a 
demonstrăt că rezistența la cupru este mediată de o singură genă. Alela: 
cupl* determină sensibilitatea celulelor de .drojdii la o concentraţie de 
0,3:mM CuSOs. Celulele. izogenice rezistente. cresc la concentraţii. mai 
mari de 1,75 mM CuSO,. Selecţia pentru rezistența la concentraţii pro- 
gresive de cupru, conduce la obţinerea unor populaţii cu rezistență piná 
la 12 mM, CuSO,. Fogel si Welch (1982) presupun că sporirea rezistenţei 
reflectă un proces de amplificare genică. Gena CUPI1' este semidominantă, 
iar -heterozigotul CUPI”/cup1* prezintă un nivel intermediar de rezis- 
tentă (1,0 mM). intre cei doi homozigoti (CUP1'/CUP1" si cupl* / cupl?). 
Locusul CUP1 este localizat pe cromozomul VIII, la 42 cM distal de 'cen- 
tromer şi este flancat, de markerii thri si cdc12. Fogel şi Welch (1982) 
au, studiat mecanismul molecular al rezistenţei la cupru pentru S. eere- 
visiae, prin izolarea, purificarea $i caracterizarea fragmentelor de ADN 
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cia care TAN ozon celulelor.. Aceste fragmente de ADN CON 

tin una sau mai multe secvențe de ADN repetate în tandem, cu 0. lun- . 
gime unitará de 1,95 kb. Tulpinile rezistente contin pînă la. 15 secvențe: 
repetitive dispuse in tandem, rezistența fiind direct. proporţională CU, 
numărul de unități repetitive. . Fogel si Welch apreciază cà secventele, 
repetitive prezintă. mai mult de 200—300 pb implicate in. codificarea . 
metalotioneinei. Variatia numărului de unităţi repetitive, care. conferă. 
rezistenţă la cupru, poate rezulta; din crossing-overe inegale între crom 
| mozomii omologi sau cromatidele surori. 


^ Cercetările noastre întreprinse. asupra mai multor tulpini, A d. cere-: 
visiae, S. carlsbergensis, S, diastaticus, Sacchar omajcopsis: lipolutica, Can- 
dida arborea, C. robusta, C. tropicalis au demonstrat capacitatea unor mu- . 
tageni ca NG, UV, de a induce mutante: mitocondriale rezistente la nichel . 
şi cadiniu. Doza de. 1,6X105 er :gi/mm? UV'şi:a unor concentraţii de. NG 
- de 0,39 mg/ml si 0,78 mg/ml au indus: cu frecvenţă relativ : ridicată mu- 
tánte rezistente la Ni si Cd. Unele: dintre aceste;mutante. au manifestat 
şi deficiente respiratorii (Vassu, 1987 ; Anghel: si- Vassu, 1988). 


Moustacchi (1965). à arătat că un “procent relativ ridicat: (10-—80%4) 
dintre. supraviețuitorii expuși “acţiunii EP, razelor X sau UV^au mani- 
festat ‘rezistență la radiaţiile ionizante. 1 Mortimer şi Hawthorne : (1969) 
au dovedit că rezistenţa este recesivă şi a apărut prin mutatia oricărei 
gene dintr-un număr ‘de locusuri. Snow (1967): a identificat . cel. puţin 
6 locusuri care controleazá sensibilitatea celulelor. la radiaţiile UV. Cres-. 
terea sensibilităţii, asociată cu: diferiţi: mutageni, a variat: considerabil. 
Aceste mutații au cresc ut, de asemenea, : susceptibilitatea celulelor la: 
inactivarea la acid nitros, dar sensibilitatea relativă a mutantelor. diferă . 
de cea găsită pentru ultraviolete (Mortimer si Hawthorne, 1969). ' 

Fenomenul de mozaicism. Kilbey (1975). a arătat ! că la multe orga- 
nisme .clonele mutante se prezintă sub forma unui mozaic, unii descen-' 
denti ai celulelor tratate nu sînt mutante, în timp ce alții manifestă: mu- 
tatia. Mozaicismul apare datorită structurii dublu catenare a ADN-ului, 
ial, “majoritatea agenţilor. mutageni „atacă“: numai una dintre cele două 
„baze perechi. Prin utilizarea unor tulpini ce poartă, de exemplu, marke- 
rul Ade 6, care conferă. coloniei culoarea roşie,. sub acţiunea unor agenti 
mutageni (raze X, UV, NG, EMS, MMS etc), rezultă colonii mutante: sau 
recombinante, sectoriale. (Roman, 1971; Anghel, 1973). "Utilizarea micro- 
manipulatorului a dat posibilitatea să se stabilească. că aceste. colonii mo- 
zaicate apar dintr-o singură celulă, fiind posibil să se: construiască pedi-. 
griuri celulare, cu ajutorul cărora să 'se urmărească” .sectorizárile- letale 
si.chiar originea mutatiilor nonletale. .' 

„„„O.altă sursá.a coloniilor mozaicate este instabilitatea de replicare. 
Cind o;colonie mozaicată este. resuspendată Şi. reinsámintatà, majoritatea 
celulelor sînt fie mutante, fie nonmutante. Nasim (1987) a ar atat că prin 
insámintare coloniile mozaicate dau alte colonii mozaicate. 

Gulielminetti si colab. (1967). au. studiat acţiunea hidroxilaminei şi 
acidului: nitros asupra locusurilor ade. 6 si ade 7 de la S. pombe, calculind 
Írecventa relativá a coloniilor complet mutante Si mozaicate, care pre- 
zintá fenotipul. purpuriu (ade). şi mărimea sectorului purpuriu la: mu- 
tantele mozaicate, Rezultatele obtinute evidenţiază: O creştere continuă à 
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E ; 

frecvenței mutatiilor prin tratarea celulelor cu hidroxilaminá, în timp 
„ce acidul nitros induce mutante purpurii (ade”) numai în primele 4 min 
de tratament, după care frecvenţa descrește. Ambii mutageni induc, cu 
o frecvenţă: ridicată, atit.mutante complete. cît si mozaicate ; dimensiunea 
sectorului mutant în coloniile mozaicate creşte, cu toate cá a fost: obser- 


vată o. descrestere a ie Paare după tratamentul cu acid nitros- şi 
hidroxilamină.' ; 


Kaudewitz (1963) a He alta ja E. coli o. creștere: clară a frecventei 
mutaţiilor mozaicate o dată cu cresterea letalitàtii, in timp ce Nasim si 


"Clarké- (1965) nu au gásit o relatie intre frecvenţa mutatiilor . si gradul 


letalităţii la S. pombe, tratată cu acid nitros.  ' 


Într-un studiu în care a urmărit corelatia dintre. rata. mutaţiilor, per 
loc 'us per rad si conţinutul în ADN, Clarke (1974) : a observat apariţia cu 


o frecvenţă relativ ridicată a fenomenului de mozaicism,. sub actiunea 
razelor Y. 


TA sensibile la iemperaturá (ts). EAMA ligi tehnicilor de ana- 
lizá. geneticá, limitată de imposibilitatea menţinerii în viaţă a mutantelor 
defective. pentru o gamă largă de funcţii esentiale, un timp suficient stu- 
dierii. proprietăţilor, a fost posibilă prin. folosirea mutantelor sensibile la 
temperatură (ts), care manifestă un fenotip mutant la o. anumită tempe- 
ratură (Horowitz și: Leupold, 1951). Mutantele ts sint mutante conditio- 
nalel,. in care conditiile permisive; ;si restrictive sint la temperaturi relativ 
mai joase! şi „relativ. mai înalte. într-o arie normală de creștere pentru 
un organism. Dacă mutanta.conditionalá-este incapabilă de a-şi continua 
cresterea vegetativă în condiţii restrictive este o mutație conditionalá le- 
tală și gena' sau funcția care sint defective sint considerate indispensa- 
bile (esențiale). i 


Mutantele ts sint Gm aesaitésar. čle mai multe cazuri mutante mis- 
sens ale genelor structurale pentru: proteine. Proteinele sintetizate de 
genele mutante si în care aminoacizii au fost înlocuiţi parţial îşi- pot 
menţine. structura tridimensională si funcţiile proprii numai la tempe- 
raturi relativ : joase. Evidenţierea unei mutante nonsens pentru presiunea 
osmotică a' mediului, de către Singh şi Sherman (1974), a dus la concluzia 
cá in unele cazuri produsii proteici sensibili la temperaturá sint rezul- 
tatul unor mici. deleții sau al mutatiilor nonsens, în apropierea capetelor 


genelor. Edgar și: Lielausis (1964), Roodman si Greenberg (1971), Meyer 
Şi: Schweizer (1972) au “arătat cá' proteinele. defective ale unei: mutante 
ts isi pot păstra structurile proprii $i activităţile la temperaturi restric- 
tive, dacă au fost odată structurate exact sau asamblate într-un oligomer 
la temperaturi permisive. În unele cazuri mutantele fs sînt localizate 
în gene ce codifică specii de ARNt. Klyce si McLaughlin (1973) au izolat 
1 000 de mutante, care formează colonii la 23°C și nu cresc la 36°C. 
Pentru inducerea mutantelor ts se: utilizează o varietate de agenti 
mutageni; fiind preferaţi cei care induc schimbări într-o singură bază, 


„ca, de pildă, nitrosoguanidina, acidul nitros, EMS, UV în locul celor care 


au tendința 'să — — structurii genei: sau schimbări struc- 


i t Organism ap min spal sălbatic în anumite condiții oie dar 
manifestă un fenotip nuj gt cu taie în alte condiţii de medi, (nonpermisive 
sau restrictive). 
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turale profunde în. cromozomi. Pentru a-mări șansa de obtinere a mutan- 
telor.ts,: care. afectează gene ai. căror produşi sint în mod normal relativ 
termostabili,. se: recomandă - ca:-temperaturile “restrictive: să: fie cit mai 
înalte.: Cele mai. multe: mutante ts-au fost izolate: folosind temperatura 
de 23?C.ca temperatură permisivà: şi cea.de:;36?/ca temperatură restric- 
tivă. (Hartwell, 1967 ;.Klyce si McLaughlin, 1973 ; Pringle, 1975). Frec- 
venta mutatiiior ts a variat între 0,1 si 1% (Hartwell, 1967; Lacroute, 
1967 ; Klyce si McLaughlin, :1973). Din cele 100. de. mutante sts izolate 
într-o primă etapă, Hartwell (1967) a identificat 21 cu defecte! posibile 
în. sinteza proteinelor,, 38. cu defecte prezumtive in sinteza. ARN şi 4 
care inhibă aparent preferențial sinteza, ADN-ului. Din acest; set. de 400 
de mutante, 10 mutante prezentau. leziuni în genele implicate aparent 
in replicarea ADN. sau iniţierea, ac estui proces.. ‘Analiza últerioară a. mu- 
tantelor potential defective. d dus la identificarca a. 10 mutante cu defecte 
specifice în “sinteza proteinelor. sau în producția de ARNm ; 10 mutante 
definesc genele rnal, prt3, mesl, ils1 ; 23 de mutante definesc genele 
rna2-rna12 si prezintă defecte prezurhtive în sinteza ARN total. Hartwell 
. (1967,:1973) a analizat morfologia celulei mutantelor- fs, după incubarea 
la: temperatura restrictivă, si a observat că aproximativ. 20 de mutante 
ale căror defecte definesc: 14 gene (clyl—cly14) pr szintă  liza celulară 
relativ rapidă, după incubarea la această temperatură. Se presupune! că 
aceste mutante sint'defective in sinteza peretelui celular. Din cele: 1 500 
de mutànte ts letale, izolate de Hartwell (1973, 1974), 150 definesc genele 
cdc1-—cdc35: ; unele dintre aceste mutante sint detectate prin testul de 


complementatie. 1 Mutatiile: sint distribuite la întîmplare. printre cele. 35 
de, gene. cdc. Astfel, 10.sene sint: reprezentate de. „cîte o. singură à alelă, 
3 sînt reprezentate de 18, 14 si 13 alele independente cu..o- medie. de 
4,6 mutații pe :genă. Distribuţia întimplătoare:a mutatiilor printre: genele 
cunoscute a. dus la presupunea că multe gene cde nu au fost: identificate, 
datorită frecvenței scăzute a^ mutantelor ts'care le afectează. Peria $07 
"Mutantele ts letale au fost izolate prin tratarea populației supuse ac- 
{iunii age ntilor mutageni,, cu „antibiotice ca nistatinul si amfotericinul B. 


Desi. nu se cunoaște. unde intervine blocajul: pentru a apărea: rezistenţa 


Ja:;antibiotice; se presupune că diferite blocári ale: metabolismului'en?rge- 
1ie:sàu ale biosintezei macromoleculare sint eficiente. Henry si.Culbertson 
(1973,:1974) au arătat că anumite mutante care necesită acid gras sau 
inozitol manifestă o pierdere. exponențială a viabilitátii, cind sint private 
de aceste: substanţe: Cicloheximida împiedică această pierdere a viabili- 
tátii,fapt ce sugerează cá mutatiile ts care blochează sinteza proteinelor 
şi; probabil, și. alte tipuri de mutante ts pot fi selectate utilizind, ca: apă 
rinte, und dintre tulpinile lui Henry şi Culbertson (Pringle, 1975). 
„Studiul biochimic şi genetic al mutântelor ts a evidenţiat: multiple 
utilizàri:ale acestora, dintre care Ati ép după Pringle GE i RE SER 
mai importante ii . k 83 
Lr uai muütantelor ts care Laid eiua; probabil, o genă: S tun 
rală pentru o proteiná'se pot deosebi genel» care controleazá structura 
tnor proteine. de: genele: care reglează sinteza acestor proteine. Sau care 
controlează pr oducer ea unor cofactori esentiali (MacDonald si Cave; 1974); 
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- -=> schimbările reciproce de la tipul sălbatic la fenotipul mutant per- 
mit-seevenţializarea diferitelor etape controlate de gene ca, de pildă, cele 
ale ciclului de diviziune mitotică, meiotică si sporulării ; Îi i 

— mutantele ts pot fi utilizate si pentru a determina dacă o cale 
metabolică. este folositoare. De exemplu, prin utilizarea unei mutante ts 
cu-:blocaj, în acumularea glicogenului, prin schimbări potrivite la tem- 
peratura restrictivă, este posibil să: se. determine cantitatea de glicogen 
necesară 'sporulării ; T "s N 

—' Mortimer si Hawthorne (1973) au folcsit mutante ts pentru per- 
fectionarea hărții genetice la S. cerevisiae ; X QC = 
= — Hereford şi Hartwell (1973) au utilizat o mutantà ts defectivă în 
iniţierea replicării ADN-ului, pentru obţinerea unor culturi sincronizate 
în vederea studierii procesului de replicare a ADN-ului î 3s 

— mutantele. ts care mor rapid la temperatura. restrictivă pot fi utili- 
zate pentru, selectarea altor mutante. | Pal tower 
. : Mutante sensibile la temperaturi scăzute. Aceste mutante, izolate de 
Esposito: şi Esposito (1969), Weislogel si Butow (1970), Harwell şi colab. 
(1970), Bayliss şi. Vinopal (1971), Littlewood si Davies (1973), Singh și 
Manney (1974) sînt asemănătoare tipului sălbatic in privinţa „ratei de 
creștere, dar manifestă un fenotip mutant la temperaturi scăzute. Mutan- 
{cle izolate de Hartwell si colab. (1970) au fost în același timp şi sensibile 
là temperatură (ts). Brenchley si Ingraham (1973) presupun că mutantele 
sensibile la temperaturi scăzute sint defective în gene ai căror produși 
proteici trebuie să aibă funcţii alosterice sau participă 1a asamblarea în 
structuri. complexe. Brown şi colab. (1973), Huang și Cabib (1973) consi- 
deră că multe proteine pot fi convertite prin substituirea de aminoacizi, 
partial destabilizati, în forme care îşi pierd activitatea la temperaturi 


scăzute, iar această labilitate la frig:a unor proteine se datorează slăbirii 
forţelor hidrofcbe — implicate în menţinerea integrităţii lanțurilor poli- 
peptidice — la temperaturi scăzute. Proteinele: labile la temperaturi scá- 
zute- pot fi denaturate -prin căldură. Pringle (1975) presupune că multe 
proteine. pot fi convertite în forme anormale, labile la rece sau la căldură, 
prin: aceeaşi substituție de amincacizi destabilizati. Analiza: mutantelor 
sensibile la temperaturi: scăzute a dus la următoarele concluzii : .. 

— un:numár mare de gene sint pozitii potentiale ale mutatiilor scn- 
sibile la temperaturi seázute ; in multe din aceste gene, de. asemenea, 
sînt: izolate mutații £s şi în unele cazuri o singură mutație este și.tsși 
sensibilă la temperaturi scăzute; "TUE" 

— mutatiile sensibile la' temperaturi scăzute apar în unele gene mai 
frecvent decât în altele ; . | | | PE. 

— genele care în mod frecvent sînt predispuse spre mutații sensibile 
la: temperaturi scăzute: nu au o predispozitie specială spre mutații ts 
(Pringle, 1975). etis | | f 

Mutante sensibile la pH.: Sînt asemănătoare tipului sălbatic: cînd 
pH-ul este-rclativ mare si manifestă un fenotip mutant la pH relativ scá- 
zut.-Functionarea. proteinelor depinde de pH si pH-ul intern al celulelor 
variază cu schimbările condiţiilor de mediu (Conway si Downey, 1950; 
Kotyk, 1963 ; Neal si colab., 1965 ; Pringle, 1975). Se presupune că sub- 
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stituirea aminoacizilor partial. destabilizaţi. produce o proteină cu funcţii 
anormale la pH intracelular. extrem. Mutantele sensibile la pH apăr. cu 


o frecvență mai mică decît MORS îs si iip fi folosite: jin wirt unor 
gene. (Pringle, 1975) 


. Mutante osmotic-dependente. ym fost: tote si analizate” de Mt: 
iod şi Friis (1964), Bassle si Douglas (1968), Esposito: (1968); Singh si 
Sherman (1974), Venkov și colàb. (1974) 'și manifestă. fenotipul mutant 
în mediu normal, fiind asemănătoare cu tipul sălbatic. în mediu cu pre- 
siunea osmotică: ridicată., Aceste mutante -apar cu, frecvenţă ridicată, iar 
unele sînt defective în sinteza peretelui celular, astfel: încît aceste: forme: 
fragile îşi pierd conţinutul în absenţa unei presiuni osmotice, ridicate. 
Marea majoritate a mutantelor osmotic- -dependente apar. în gene care nu 
sînt implicate direct, in sinteza peretelui celular sau a membranelor. Multe 
dintre: proteinele mutante care au suferit modificări drastice, sînt stabi- 
lite în conformatția lor activă printr-o: creştere. a osmolarităţii extracelu- 
lare. Deoarece : soluţiile ionice (KC1) si neionica (zaharoza) sînt în majo- 
ritatea cazurilor la fel de bune pentru creşterea: mutantelor, factorul de 
primă importanţă este plasmoliza celulară, față de ‘efectul stabilizator 
direct:al soluției. Deși. au. observat şi excepții, Hawthorne' si Friis (1964) 
consideră că. cele mai multe mutante osmotic- dependente sînt mutații 


missens si apar cu frecvenţă mai mare decit mutantele ts (Pringle, 1975). 

Mutatii frameshift. Cu. toate cà in ultimul timp s-au. intensificat cer- 
cetárile referitoare la mutatiile: frameshift, se menţin. încă. multe. iaspecte 
ncelucidate. referitoâre la mecanismul prin care apar si la modul de 'ac- 
țiune al mutagenilor. Alterárile: in ADN, care “rezultă: prin aditia: sau 
deletia uneia 'sau mai multor. "perechi de. baze, pot avea consecinţe dras- 
tice asupra „proteinei. a cărei structură. este codificată . de ADN. Deoarece 
codul este citit în. blocusuri. de. trei. baze, dintr-un punct. fix de pornire 
aditià: sau' îndepărtarea bazelor din ADN (şi astfel din ARNm) determină 
ca: procesul: de translație să-și. piardă propriul tipar de referinţă. Dincolo 
de punctul. de: alterare: procesul "de: translație isi “alege blocuri! de 'trei 
baze, în! ‘mod impropriu, avînd-drept rezultat o inlántuire improprie a 
aminoacizilor. Mutatiile^cáre determină o asemenea schimbare. în tiparul 
de. referinţă: sînt cunoscute:sub denumirea de. mutații frameshift. 

-Atit aditia cit si îndepărtarea -perechilor de :baze din ADN pot avea 
consecinţe atit timp cit numărul de baze'adăugate sau îndepărtate nu 
este un multiplu de trei. Dacă este afectat iun- codon, adăugat sau înde- 
părtat, nu se produce nici o. schimbare în tiparul” de: citire. Îndepărtarea 
unei perechi de baze este echivalentă cu aditia a două baze cu efectele 
ei asupra tiparului de translație de referinţă. 

Schimbările in. ADN implicate in multe mutații: frameshift au' fost 
deduse, din studiul secventei proteinelor revertante, care are avantajul 
că znutatiile frameshift de sens:opus (a+1 şi a—1) sînt. reciproc corective. 
Cînd ambele: mutații sînt prezente într-o genă, prima (de exemple, tip 
a-—1) determină deplasarea. tiparului înainte cu o bază; Această citire în 
afara tiparului! continuă pină :ce translatia atinge situsul celei 'de-a doua 
mutații. frameshift (-- 1), moment în! care tiparul se deplasează cu o bază 
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înapoi. în “tiparit corespunzător de „citire. Rezultă că numai regiunea 
situată între două mutații este citită necorespunzător. Pentru a fi posi- 
bilă corectia, cele două mutante trebuie să fie aproape una de alta. În 
mod frecvent asem enea mutații reciproc-corective sint incluse în rindul 
revertantilor mutatiilor frameshift. O proteiná funcţională (desi nu nor- 
mală) este produsă dacă `o a doua mutație frameshift (de semn de corec- 
tie 'corespunzătoare) are loc lîngă situsul leziunii originale. Aceste pro- 
teine revertante au o secvență normală de aminoacizi, exceptind amino- 
acizii codificati de regiunea dintre situsurile mutante. Această regiune a 
proteinei revertante are o secvenţă de aminoacizi inserati impropriu. 
Comparind seeventa improprie de aminoacizi a proteinei revertante cu 
regiunea corespunzătoare a proteinei de tip sălbatic, se peate stabili sec- 
venta bazelor in. ARNm si natura a două rnutatii implicate (Roth, 1976). 

Mutagenii capabili sá inducă mutatii frameshift sint, in general, com- 
pusi heterociclici caro, probabil, sint intercalati in ADN-ul dublu catenar 
si fac corp comun ct perechile de baze. Aceste intercalări stabilizează 
macromolecula de ALN, cresc: temperatura de topire.și modifică dimen- 
siunea dublului helix. Roth (1967) oferă o sinteză a cercetărilor efectuate 
de Stewart, Sherman :ii colab. (1978) asupra mutatiilor frameshift de la 
drojdii. Studiile lor s-au concentrat asupra. mutatiilor care afectează o 
r»giune a izo-1-citoerom'ului-c reprezentată, de primele 44 baze (1004) din 
N-terminal, traduse de mesajul citocromului-e. Se presupune că această 
regiune a proteinei tolerează o varietate de secvenţe de aminoacizi si 
genereazá încă un produs functional. Se consideră că tinta pentru o mu- 
tatie frameshift este mică şi se produce de preferinţă in situsurile care 
prezintă proprietăţile modeiului Streisingerl. Pentru verificarea distri- 
butiei mutatiilor frameshift --1 a fost folosită o mutație frameshift de 
început, — 1, cyc1-239, care a rezultat dintr-un revertant al mutatiei 4-1, 
cycl-183. UNA A dir MEET | 

în cazul acestor reversi& de tip +1 o aditie de baze poate avea loc 
intr-o varietate de situsuri (fig. 58 si fig. 59). Cele mai multe evenimente 
reprezintă aditia de baze la o secvenţă de baze care se repetă, fiind în 
concordanţă cu modelul Streisinger!. Printre revertantii mutantelor -+ 1, 
cyc1-183 şi cyci-134 se găsesc numeroase deletii si duplicatii care se in- 


J— iStreisinger şi colab. (1966), pe baza studiului mutatiilor lizozimului de la 
bacteriofagul T4,, au elaborat un model al mecanismului mutatiilor frameshift, 
potrivit căruia aceste mutații sint generate de golurile din ADN, ce pot fi produse 
în timpul reparării, recombinirii sau replicării. , Asemenea structuri au capacitatea 
de a deschide perechile de baze, de alunecare sau refacere a perechilor în mod 
necorespunzător. În cazul în care capetele sînt imperecheate incorect în momentul 
resintezei ADN si reparării, se pot produce aditii.sau deletii de baze. in exemplul 
prezentat în fig. 58, împerecherea s-a produs urmind alunecarea înapoi şi a implicat 
bazele care au fost deja replicate, situaţie ce rezultă din adiţia bazelor. Alunecarea 
în direcţie opusă va cauza o deficiență de baze în aceeaşi catenă. Exemplul ilustrat 
în fig. 59 reprezintă un mecanism prin care s-ar putea produce o. mutație, prin 
aditia a două baze potrivit acestui model. Mutaţia determină “adiţia perechilor 
GIC şi TJA care rezultă din aditia G şi U în mesaj. Multele aranjamente de im- 
perechere posibile pledeazá in mod egal pentru aceeasi mutatie ; modelul reliefeazá 
cá aditiille de baze sint identice cu.bazele adiacente. Din. fig. 59 -se evidenţiază 
cñ reziduurile CA adăugate la capetele catenei sint adiacente 'cu reziduurile identice 
CA deja prezente. Potrivit modelului Streisinger, mutaţiile frameshift trebuie să 
se producă prin aditia sau: îndepărtarea unei singure baze din lanţurile ordonate 
și prin aditia si deleţia-a două 'baze din regiunea cu dublete alternative (CACACA 
într-o. catenă). Ambele tipuri de secvenţe oferă un bun prilej pentru alunecarea 
și împerecherea incorectă (Roth, 1974). i: l iid od. 
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"A "mesajul de tip sălbatic ` AUGACUGAAUUCAAGGECGG Y UCUGC UAAGAA 4G 


B mutatie efi esi 
(cyc 17183 sau cyc 1- 139) 


Li 


€ deletia urei singure|, baza _ 
baze identificată ín |înlocuită : 


- AU Ce AG i Case LG 


 revertanfii mutontelor > — , SüU sau, EU 

Originale |. . ! 5 Y 

nr.de "3 2 (29V. D Ii cb 1312: 
'| evenimente . n 
observafe 


Fig. 58. Deletia unei singure baze in izo-1- citocromul-c 

A — succesiunea nucleotidelor de: tip' sălbatic; B — în eta este ` 
| reprezentată natura mutatiei cyc1-183. Mutaţia :eycl- 134 este similará, 

dar. în situsul mutant poate avea loc succesiunea. GA AA sau. AAAG ; 

„C.— sint reprezentate variate evenimente de deleţie. a..unei singure 

"baze care restaureazá tiparul de citire corespunzător. Liniile verticale 

Sis parantezele indică. “poziţiile în care au avut loc deletiile (Stewart si 

i Sherman, dr ^ 


„mesajul de tip sălbatic... AUG ACU 


mutatie frameshift - 
(cyc 11239). : 


' | baza. ` 

" adaín unei. singure aditiondiü 
„baze identificat Le | | | 
tidal € nr tace dr în UD 1 PS de Puta 
(eye 17 pup „| senate 70 m uU 


Fig. 59. Aditia unei singure. baze in .izo-l-citocromul-c. In centru este. 
prezentată, schimbarea mutationalá originală (cyci- -239). In partea de jos ` 
a schemei sint prezentate diferite evenimente de réversie care servesc 
„la restaurarea fazei. Sigetile verticale indică poziţiile în secvența: mesa- 
 gerului in care sînt adăusate baze (Stewart si Sherman, T 4. 


scriu în modelul: Streisingor. Au. fost evidentiate . trei reversi. care im- 
plică duplicatii în tandem ale secventelor preexistente. O: secvenţă dupli- 
-catá a avut numai o lungime de două baze, iar: celelalte două. duplicatii 
au implicat H şi, respectiv, 14 baze. 


25.1:4. BAZELE MOLECULARE ALE MUTAGENEZEI 
| “Progresele iriregistrate in ultimii ani în perfecționarea tehnicilor de 
analiză biochimică şi. utilizarea mutantelor de : reversie.au contribuit la 


inteleger ea modificărilor care au^ loc la nivelul macromoleculei de: ADN 
sub acţiunea agenţilor  mutageni. Mecanismul molecular al. mutafiilor 
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poate fi cunoscut si prin studiul structurii. primare a proteinelor. Prin 
cunoașterea. codului si substitutiilor de aminoacizi in. proteinele mutante 
este posibilă deducer ea secventei bazelor azotate în ADN. tei 


| Desi majoritatea. mutatiilor induse la drojdii- par. să rezulte ca:0.con- 
.secintà a proceselor: dependente de RAD 6, se apreciază că diferiţi muta- 
:geni induc un spectru larg de mutații. Perechile de baze localizate în dife- 
rite. locusuri: variază considerabil în“ privinţa: susceptibilitátii mutagene, 
cit si a tipurilor, caracteristici partial dependente: de.modul în care. agen- 
tii mutageni interacționează cu. ADN şi parţial de. răspunsul enzimatic, 
ca o consecinţă a leziunilor induse.. 


Kilbey (1979) si. Lawrence (1982) sint. „autorii unor: stadii din care 
selectám, cele mai semnificative aspecte : si concluzii. Astfel, cele ; două 
evenimente mutationale, substituirea. unei. perechi de baze si modificarea 
structurii mesajului genetic. (mutații. frameshift sau sign) prin transversia 
Și tranziția uneia. sau. mai multor . nucleotide, enunțate de Benzer si 
Freese (1958), Brenner. şi colab. (1961) pe baza. studiilor intr 'eprinse asu- 
pra mutantelor directe şi de reversie din locusul rilal bacteriofagului na: 
au fost. extinse Și la alte microorganisme, între. „care $i la drojdii. Aceste 
aspecte: au fost completate. de noi criterii cum sînt studiul - Tenotipului 
mutant, sensibilitatea la pH, temper aturà, refacerea osmotică, 


| . Loprieno. ȘI colab. (1969) au utilizat. sensibilitatea la pH si. tempera- 
tură, cuplată cu sensibilitatea la supersupresori si. abilitatea de a com- 
plementa, pentru , clasificarea evenimentelor moleculare ce determină 
tenotipul mutant indus de hidroxilàminá, EMS, MMS si acid nitros in 
locusurile ade6 si ade? la S. pombe. Autorii citati au arátat. cá, aplicind 
aceste! criterii, 95—990. din. mutantele induse de.EMS, si. acid nitros s-ar 
datora substituirii perechilor de baze. În. cazul MMS. acest procent este -. 
de 85, iar, 15% reprezintă deletii ce.apar din depurinizarea asociată cu 
alchilarea mediată, de MMS. Nashed (1968) a arătat, de asemenea, că cele 
„208 mutante.induse în locusul ade2 de la.S. cerevisiae cu.acid nitros si 
l-nitroso-imidazolidoná-2 (NIL) sint capabile de a complementa, sugerînd 
că au fost induse substitutii de baze într-o proporţie mare. Munz şi 
Leupold (1970) au experimentat cu un mutagen din grupul . acridinei 
muştar, ICR-170, care are capacitatea de a modifica structura în locu- 
Surile ade6: si adet. de la S. pombe, si pe baza nereversibilității la NG, 
a reversibilitátii: scăzute la ICR-170, absenței complementarităţii sau 
numal a unei abilităţi de 'complementatie polarizată, absenței refacerii 
osmotice ` si sensibilităţii la temperatură au ajuns la. concluzia că doar 
1%/ din . mutatiile adeb. St putea datora schimbărilor ` structurale. 
Într-un studiu ulterior, în care au folosit ICR-170, EMS si NG,. Segal si 
„colab. (1973): au observat că numai 99/, din mutatiile induse de ICR-170 
în locusul adel-A și 129/, din locusul adel-B' s-ar datora schimbării strüc- 
turii. Deoarece ICR- 170 tace parte din grupul acridinelor: este posibil ca 
potențialul lui alchilant să fie „responsabil de apariția mutantelor prin 

ubstituţia” perechii de baze. Nici testele de reversie nu s-au dovedit indi- 


catori eficienţi „ai mutaţiilor datorate substituirii. de baze. -Loprieno si 
colab. (1969) au arătat că tcate. mutatiile spontane care afectează. locusul 
ade6 de la S. pombe se datoresc substitutiei de perechi de. baze ce are 
loc în mitoză. În schimb, Friis şi colab. (1971) au arătat cá numai jumă- . 
tate din mutaţiile spontane: adel de la 5. pombe s-au comportat, ca substi- 
tuti. de perechi. de. baze, fiind capabile să. sufere procesul de reversie cu 
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NG. Prin studiul "reversibilitátii specifica. à muüratiilor induse: de EMS, 
Segal si colab. au ajuns la concluzia că 269/, din mutații ` n-au rezultat 
prin substitutia perechii de baze. Magni (1964, a observat cá frecventa 
mutatiilor spontane dela S. cer evisiae este m.ai mare'în meioză. decit in 
mitoză, datorită efectului meiotic,. aceste mutații- fiind: considerate fra- 
meshijt. Friis si colab. (197 1) au arătat că la 9, pombe mutatiile frameshift 
au apărut: numai în: meioză gi cá o Ano și se datoresc; de asemenea substi- 
tutiei de per echi de baze: 


Studiul genetic al evenimentelor nuteționale a condus’ la Stabilirea 


Experiențele ri mM cu' diverse sisterne Wie au 'sugerat cá spe- 
cificitatea mutagenilor poate fi interpretată în două moduri : 'specificitate 
in privinţa perechilor de baze modificate, cuplată probabil cu producerea 
selectivă a anumitor schimbări de baze si specificitate in'ceea ce priveşte 
categoria de mutații produse, inducînd mai degrabă substitutii de perechi 
de baze, decit deletii si aditii de baze (Lav/rence, 1982). 

'Prakash si Sherman (1973) au examinat 12. mutageni pentru specifi- 
citatea faţă de anumite perechi de baze, | prin determinarea eficienței. lor 
asupra reversiei a 11 alele cyc1 (sistemul, izo-citocrom-C), incluzind 9 mu- 
tante de iniţiere, o mutantă ochre si una amber. Utilizind acest sistem 
test, cei 12 mutageni testati au fost încadraţi în două clase diferite. MMS, 
DMS, gazul mustár (NH-), UV, radiaţiile + au determinat reversia celor 
11 alele test cu o eficiență egală si astfel au fost considerati mutageni 
nespecifici. EMS, DES, NG, NIL, acidul azotos, uridina tritiată, 8-propio- 
lactina, au produs reversia alelei de inițiere cyèl- 131 cu o, eficiență mult 
mai mare, decit în cazul celorlalte alele. Deoarece alela eyel- 131, spre 
‘deosebire de celelalte alele, poate reverta în urma unor tranzitii GC AT, 
s-a presupus că acești: mutageni acţionează selectiv asupra perechilor de 
baze. GC si produc în mod specific aceste.substitutii. După. cum consideră 
Prakash și: Sherman, aceste date nu pot fi generalizate, deoarece alele 


cyl- 131 reprezintă o „pată fierbinte“. („not spot“) pentru mutagenii chi- - 
"mici si astfel aceste. rezultate nu sînt caracteristice” pentru toate pere- 


chile de GC. 


Mutageneza selectivă asupra perechilor de baze GC, conducînd la 
'producerea de tranzitii GC — AT si transversii. ae s TA a. fost de- 
monstrată de Prakash“ si Merman (1974) care au studiat reversia cycl 
sub actiunea mutagenului NQO, ce mimează ultravioletele. NQO' a deter- 
minat reversia mutantei de iniţiere cyc1-131 si a 6 alele amber, dar.si a 
celor 9 alele ochre testate. Alela .cycl- 131 „conţine codonul. AGG în loc 
de AUG în sistemul de iniţiere si, astfel, „prezintă transversia GC AT, 
iar mutantele. amber (UAG), spre deosebire de cele ochre (UAA), contin 
perechi de baze GC, care pot reverta prin transversii. de tipul GC — TA 
sau GC — CG. Extractele de. izo-1- citrocrom- -C obţinute | de la.;10 re- 
vertanti cyci- 131 indusi de. NQO, au demonstrat cá toate schimburile 

„au apărut in poziţiile GC. De asemenea, extractele de izo-1-citocrom c de 
la revertanti ai mutatiei amber cyci- 179, indusi de 'NQO, contin rezi- 
duuri de tirozină in situsul amber, confirmând faptul că acești revertanti 
au apărut în urma transversiei perechii de baze GC. 

Datele prezentate sugerează faptul că majoritatea mutagenilor chi- 


mici produc, în special, substitutii de perechi de baze şi, mai rar, a aditii 


şi deletii. “Totuşi: pornind de 'la studiile realizate pe sistemele bacteriene. 
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s-a stabilit si la. drojdii. că anumiţi mutageni,. cum ar fi acridina muştar 


(ICR-170), produc în enperisatele, de reversie. mai curînd aditii și. mengn 
decit substitutii.: 


. Mutatiile induse de ICR-170 sînt AGiet e hts dotate frameshift; dé: 
oarece prezintă următoarele. proprietăţi : prezintă polaritate in -Jocusul 
HIS4'; 'revertează sub acţiunea unor supresori interni' si nu sînt supre- 
sati de supresorii UAA, UAG- sau UGA (Culbertson si colab., 1977 ;"Com- 
mins: şii colab., 1980). Donahue si colab. (1980) secventializind ADN din 
unele mutante 'his4, induse de ICR-170, au-constatat că patru mutante 
his4 supresibile: și una nesupresibilă, prezintă aditii de perechi de baze 
GC si deci sint: mutante frameshift. 


Culbertson si colab. (1977), analizind supresorii frameshift dorninanti 
pe care i-au' izolat, au sugerat că ICR-170 prezintă specificitate nu numai 
în sensul. producerii. unei proporții mari de aditii de perechi de baze, dar 


și prin faptul că acționează preferenţial asupra anumitor, secvențe ‘de pe- 
rechi de baze. . 


à Astfel, s-a constatat cá supresorii din grupul II. de mutații cuprin- 
zînd cinci locusuri mutante, afectează ARN?'", fapt „ce confirmă 'obser- 
vaţia că, ICR-170 acţionează. preferenţial asupra. 'secventelor GGG. Datele 
de. secventializare a ADN-ului (Donahue si colab., 1980), confirmá aceste 
concluzii și demonstrează că ICR-170 acţionează cu înaltă specificitate 


atit. asupra. tripletului GGG, cât, și asupra tripletului complementului ce 
codifică prolina.. 


„James si Kilbey (1977) Si James (1979). au. iBinéprins o serie de. [be 
riente, in care au urmărit, stabilirea momentului din timpul ciclului: celu- 
lar în care. radiațiile UV induc mutații. Într-un pedigreu' care conţinea o 
singură mutație indusă s-au întîlnit trei modele de bază : toate cele patru . 
„clone, analizate conţin; mutaţia (mutaţia dublu. catenară) ; ; numai: membrii 
uneia dintre cele două. perechi de clone surori conţin mutaţia (mutație 
monocatenară) ; numai una dintre cele patru clone contin mutatia (mu- 
tatie întirziată). Se presupune că mutatiile care afectează toate cele patru 
clone au loc în G, imediat după. iradierea -cu UV, printr-un proces care 
implică, repararea . heteroduplexului. Mutatiile monocatenare se produc 
fie in G4 (fárà. „repararea heteroduplexului) fie in Gə (cu repararea: hetero- 
duplexului) Pr ezenta mutatiilor în generaţiile celulare următoare este 
dovedită, de asemenea, de faptul că una dintre clone este constituită, din- 
tr-un amestec, de. celule mutante/celule de tip sălbatic. Mutatiile sint de- 
tectate , prin. sporulàrea celulelor diploide si analiza produsilor meiotici 
pentru identificarea diferitelor tipuri de mutații — letale recesive (care. 
Sint cele mai numeroase), sensibile la temperatură, auxotrofe, moi "fologice 
Sau care afecteazü rata de dezvoltare etc.. James si Kilbey (1977) au ob- 
servat. cá mutatiile induse într-o tulpină de tip.sălbatic erau. exclusiv 
dublu .catenare sau monocatenare, proporția relativă a. mutaţiilor mono-. 

catenare fiind mai mare, James si. colab. (1978), Kilbey si James (1979) au 
constatat că în tulpinile defective in.excizie, care poartă alela: rad 1-1, nu 
apar, mutante . dublu catenare si: se, inregistreazá 0, creştere corespunză- 
toare in proporția mutatiilor : „întârziate“ absente in. cazul tulpinilor de tip 
sălbatic. “Aceste rezultate demonstrează că mutatiile nu se.produc mai de- 
vreme de G» in tulpinile deficiente în excizie, iar mutantele induse în tul 
Pinile de tip sălbatic apar într-un procent mare în G4. Aceasta presupune 
că repararea heteroduplexului este un proces eficient atît în: tulpinile de- 
ficiente în excizie-cît.şi la cele capabile de reparare prin excizie. Această 
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inter pretare . se bazează pe observaţia cá dezvoltarea reziduală limitată, și 
prin urmare înaintarea celulelor iradiate cu UV, din Gi în Gs, reduce: pro- 
portia de mutații induse într-o tulpină deficientă în excizie, nu și în tul- 
pinile de tip sălbatic, si că mutatiile dependente de diviziune sînt puternic 
fotoreversibile (Kilbey si colab., 1978). Rezultatele experienţelor :(Henri- 
ques şi Moustacchi,. 1981) în ia aa s-a urmărit tr ansformarea mutatiei..cdc 
in CDC + indusă de UV, în condiţii nepermisive, atit în tulpinile. defective 
de excizie cit si in cele. capabile de:excizie,. sprijinà:modelul dimer/ gol, 
asemănător dar nu identic cu.cel propus de Witkin pentru E. coli. Hen- 
riques. şi Moustacchi: consideră cá. deşi: formarea structurii dimer-gol în 
celulele din G, si capacitatea de excizie: necesită prezenţa a. doi .dimeri, 
unul în fiecare catenă a ADN, pentru a iniţia formarea fiecărei: mutații 
în tulpinile, RAD*, numai unul este necesar pentru a. genera această struc- 
tură în celulele deficiente. de excizie, aflate în „Co. Aceste concluzii, au la 
bază observaţia că proporţia de revertanti arg 4-17, indusi de UV, a fost 
proporţională în tulpina de tip sălbatic, dar direct proportional: cu fluenta 
într-o tulpină rad 1-1 deficientà in excizie (Kilbey si colab. 1978),. .Kilbey 
si James (1979) au demonstrat posibilitatea inducerii de mutații întirziate 
şi clone mixte în tulpinile diploide deficiente i in excizie, a căror frecvenţă 
poate fi mult redusă de fotoreactivare care acţionează în perioada G, cé 
urmează iradierii cu UV. James şi colab. (1978) sugerează că, capacitatea 
dimerilor persistenti de a initia mutageneza în generaţiile celulare tirzii 
presupune fie că procesele: error-prone-sint active o perioadă lungă de 
timp, fie că, mult mai probabil, ele nu sînt-prezente la drojdie. . 


“Dawes si Carter (1974), Burke si colab. (1975), Kee și! Haber (1975) 


consideră că majoritatea genelor nucleare sînt susceptibile Ja mutageneza 


indusă de NG, în timpul unei anumite perioade, localizată probabil în 


. faza S, desi nu sînt excluse în alte faze ale ciclului celular. Burke si Fan- 
gam (1915), Kee și Haber (1975) au: arătat că diferite locusuri ating sus- 
depibilitatea maximă în perioade diferite ale fazei S, ceea ce sugerează 
. cá repliconi diferiti inițiază “sinteza ADN în diversa etape ale fazei S. 
Numai intr-un singur caz metoda poate fi utilizată la drojdii pentru à 
testa acţiunea unui mutagen. Sora si colab. (1973) au stabilit condiţiile în 
care 2- e piene actioneazá ca mutagen. Se presupune cá în cazul bac- 
teriofagilor 2 2-aminopurina induce tranziţia AT — CG.' La drojdii, Sora si 
colaboratorii nu au identificat nici o mutatie nonsens într-o probă. de 24 
de mutante auxotrofe, izolate întîmplător, după tratament cu' 2-amino- 
purină. Deoarece codonii nonsens UAA si UAG pot apărea din codonii cu 
sens prin tranziţia GC — AT și transversii, dar niciodată din tranziţia 
AT — GC, Sora' si colaboratorii au presupus cá 2-aminopurina nu poate 
induce transversii şi tranziţia GC — AT, dar poate transforma codonii 
Ochre nonsens în amber nonsens (UAA = UAG). UV determină tranzitii 
in ambele direcţii. Lawrence: (1982) a arătat că 7 din 11 revertanti cycl-2 
indusi de UV au rezultat prin trânsversia AT — TA în a doua “poziţie! a 
codonului UAA, iar ceilalţi 4, prin transversia AT în poziţia a treia. În 
cazul cyci-9, 21 din 23 revertanti induşi de UV s-au datorat tranziției 
AT = GC în prima poziţie a codonului UAA si numai 2 prin transversia 
AT in a doua poziţie. De asemenea, se consideră cà formarea unui singur 


dimer pirimidinic este suficient pentru producerea unei mutații. 
Metodele care dau informațiile. cele mai precise, referitoare la, bazele 


moleculare: ale schimburilor mutationale, se bazeazá pe studiul. structurii 


primare a moleculelor proteice. Astfel, prin identificarea aminoacizilor 
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substitüiti in proteinele mutante se poate stabili secvența de. baze.modi- 
ficată de la nivelul ADN. Cele mai. multe cercetări de acest. gen au fost: 
realizate de: Sherman si colab. (1971): pe baza- sistemului. test; izo-1-cito-: 
crom-c. Desi capătul- aminoterminal al: izo- -1-citocromului C.pare.sá fie: 
redundant, mutantele care împiedică inițierea sintezei proteice sau deter-: 
miná.o terminare prematură a traducerii, duc la pierderea functiei acestei. 
proteine. Aceste mutante pot fi identificate relativ -usor,.tinind seama; de, 
următoarele trăsături caracteristice : : mutantele nu pot utiliza lactatul ca 
unică sursă de carbon.; izo-1-citocrom-c este. o proteină unică. (aproximativ: , 
108 aminoacizi) ce poate fi secventializatà cu uşurinţă ; se pot utiliza cu: 
succes testele.de reversie (Kilbey, 1975). În urma inducerii: reversiei: s-a. 
realizat secvenţializarea enzimelor revertante, obtinindu-se indicatii pre- 
cise in ceea ce priveste substitutiile de aminoacizi ce au loc. Sherman si 
Stewart (1971) au determinat secventa de aminoacizi la 50 revertanti ai 
mutatiej ochre cycl-9 si 60 revertanti ai mutatiei amber cycl-179. La 
acesti revertanti s-au identilicat toate, substitutiile. de aminoacizi. posibile, 
cu excepţia lizinei. De asemenea, s-a precizat că agenţii mutageni , ce.ac-: 
tioneazà. specific asupra perechilor. de baze AT sint capabili să producă: 
reversia ambilor codoni, în timp ce mutasenii specifici putt pterbiles 
de baze GC revertează numai. codonul ambră, 

| Sistemul izo-1- citocrom- -c a fost folosit: şi pentru. TREER, specificità-s 
tilor ünor agenti fizici si chimici. Astfel, pe baza utilizării substitutiei unei. 
singure, perechi, de baze în. mutatiile ^ T care in majoritate. apare in.co-- 
donul iiitial, s-a dedus cà EMS,. DES, NG, NIL, uridina-5-H. si. B-pro- 
priolactona actioneazà selectiv si produc Aranzitii GC -> AT. Sherman si 
Stewart (1975), au presupus cà 4- -nitrocliinoleic-1- oxid „acţionează. ca Si: 
EMS si induce tranziţia GC — AT, dar în aditie şi, spre deosebire de 
EMS, 'converteste GC TA. Degenerare ea codului genetic: impiedicà de-. 
tectarea schimbului GC CG (Kilbey, 1975). 


Studiile genetice si "biochimice. au condus, la- concluzia. că “perechi Lio. 
baze. identice, localizate. in situsuri genetice. diferite, pr ezintà 0 suscepti-. 
bilitate la.mutatii diferite, atit în ceea ce priveşte frecventa, cît şi tipul.de 
leziune. Aceste. trăsături caracteristice. ale procesului. mutagen depind, Se 
pare, de modul în care: mutagenul interacționează cu MIRON ele: de. 
ADN și de răspunsul enzimatic la leziunile produse. :  . 


| În: privința genelor. mitocondri ale Dawes și: Carter. (1974). ni ard că 
sint, în. general, susceptibile într-o fază mai tîrzie a ciclului celular.: 


Pentru detectarea evenimentelor moleculare specifice, fără :a recurge - 


la analize biochimice, prin -utilizarea codonilor' nonsens sau a My ao 
nonsens, se folosesc două căi principale- 5 


Prima cale, o alterare a codonilor nohsens: iien Și: ochre; ——— 
O: tranziţie . Cedez (UAG — UAA).. În prezenţa unui- supresor ‘specific 
ochre; o. schimbare: a acestui.tip va apărea ca un revertant. Prin .această.: 
metodă. se pot detecta mutatiile; cu deosebire schimbarea G-— A, fapt:. de- : 
monstrat de situaţia cá se exclud alte schimbări fenotipice. similare, cum 
ar fi reversia codonilor nonsens. 


A doua cale este aceea de a marca schimbárile. apărute lemne ATI in: 
anticodon. supresor la. ARNt însuși, astfel că nu mai. sînt recunoscute ca . 
UAG, ci ca UAA. Acest mod este mai: puţin ambiguu decît primul, deoa-- 
rece. un sir de mutante. ochre sau amber poate fi incorporat într-o singură - 

catenă. s şi supresorul. poate supresa un bloc al acestor: mutante, in: timp ce 
după mutație va îi i supresat celălalt. bloc.: 


i) 


* 
- 
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Desi în piactică nicio metodă care induce substitutii GC — AT nu are! 
utilizare intensivă la drojdii, Hawthorne (1969), pornind de la presupu- 
nerea cá EMS si hidroxilamina induc schimburi specifice- GC = APA 
identificat alela mutantă ade 5-7-100 ca o mutantă amber, considerind că 
ar putea da o alelă alternativă care a fost recunoscută ca un supresor Spe- 
cific ochre. Gilmore si colab. (1968) au demonstrat că există' 8 supresori 
diferiți de acelaşi tip cu cei care supresează mutantele ade 5-7-100, toţi 
substituind. tirozina cu acidul glutamic in izo-l-citocromul-c și sugerind 
supresia codonului 'ochre în contrast cu modelul „single-step“ propus de 
Radman (1979) la bacterii. De asemenea, substituțiile de perechi de baze 
sînt în general unice $i rar apar mutații duble adiţionale (Lawrence, 1981). 


„2.62, PROCESUL REPARATOR 


Pentru a dbtittadăta prettu nociv al apentiloe! fizici si chimici, natu-' 
rali sau artificiali, ca de pildă radiaţiile ultraviolete emise de soare, radia- j 
tiile elementelor radioactive din sol, substantele chimice poluante ema- 
nate în atmosferă de instalaţiile industr iale, pesticidele folosite in agricul- 
tură, substanțele chimice si factorii: fizici (UV, razele X, y), colorantii, 
folosite experimental, pentru diagnostic si terapeutic etc., celulele au ela- 
borat si perfecţionat, in decursul evoluţiei, o serie de mecanisme ce co- 
recteazá erorile produce, asigurind stabilitatea genetică a macromolecule- 
lor informaţionale si continuitatea genetică a organismelor vii. 


Cele mai multe cunoştinţe referitoare. la mecanismele de. reparare a 
leziunilor” care alterează. structura macromoleculelor, de ADN şi implica- 
țiilor lor în mutageneză au fost oferite de studiile 'genetice si biochimice 
efectuate asupra microorganismelor, între. cara drojdiile ocupă un loc pre- . 
ferential datorită structurii sale tipic eucariote. În anumite condiţii de 
creştere vegetativă modificările structurale induse de diverşi mutageni fi- 
zici şi chimici determină moartea celulelor (sau organismelor), apariţia de 
„mutații sau recombinanti mitotici, sensibilitatea la aceste efecte depinzind ` 
de natura mutagenului sau de constitutia genetică a celulei si de starea 
ei fiziologică din perioada ce precede tratamentul, din timpul! sau după 
efectuarea acestuia. În consecinţă, indiferent de tipul celular, în anumite 
condiţii, supraviețuirea, numărul de celule mutante si recombinante: de- 
pinde nu numai de numărul de leziuni ADN, dar şi de prezenţa şi. efi- 
cienta mecanismelor. enzimatice de reparare a ADN. l 


. Alterările structurale ale macromoleculei de ADN, induse de muta- 
geni fizici sau chimici ce fac obiectul mecanismelor reparatorii, au fost 
grupate în cinci categorii (Devoret, 1990) : 


— distorsiuni neglijabile ale macromoleculei dublu catenare, de tipul 
alchilárii unei baze. Alchilarea poziţiei N-7:a guaninei slăbește legătura 
N-glicozilică, determinînd hidroliza acestei legături si depurinizarea ; 

„— distorsiuni minore, cauzate de hidratarea: sau absența unei baze ; 

—. distorsiuni majore, determinate de insertia unui aduct, dimeriza- 
rea bazelor, legături încrucişate intercatenare sau legături incr ucisate for- 
mate între ADN şi proteine. Dimerii de timină, formati sub acţiunea UV, 
determină distorsiunea macromoleculei de ADN la nivelul timinelor inter- 
cateraáre, ce se apropie si se leagá ciclobutanic, avînd drept rezultat slă- 
birea legăturilor de hidrogen, prin care se leagă cu' adeninele complemen- - 
tare, si blocarea replicării. Legăturile încrucișate (cross-links), formate sub 
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acţiunea unor antibiotice (mitomicina C) sau a 8-metoxipsoralen in pre- 
zenta luminii vizibile, determină distorsiunea locală a helixului si împie- 
dică separarea catenelor în timpul replicării ADN-ului ; 

— ruperi TRUM cro produse sub actiunea unor mutageni. chi- 
mici, ioni metalici (Fe?*, Cu?*), radiaţii ionizante ; : 

- — ruperi riter indi ce apar prin suprapunerea ruptuciloii mono- 

catenare sau sub acțiunea directă a unor doze mai mari de raze X sau Y. 
Aceste alterári pr ofunde ale dublului helix pot fi insotite si de modificări 
ale bazelor adiacente si sînt foarte rar reparate. | 

Din punct de vedere biologic, leziunile au fost grupate, în nh clase : 
potential letale, potential mutagene si potential recombinagene. 


„ Sistemele reparatorii au fost evidenţiate, în primul rînd,. prin. .studiul 
mutatiilor de tip dimeri pirimidinici, cauzate de ultraviolete. Ultravioletele 
induc moartea celulelor, mutatia si recombinarea mitotică (conversia genei 
Și crossing-overul mitotic), efectele letale fiind mai puternice în cazul 
tulpinilor mutante, în comparaţie cu cele de tip sălbatic; S-au identificat 
mutante care sint sensibile la efectele letale ale mutagenilor, dar la care 
mutageneza. indusă este supresată sau absentă (Haynes si Kunz, 1981). 


Aceste rezultate au condus la ipoteza enunțată initial pentru: sistemul 
procariot bacterian (Witkin, 1969) si confirmatà ulterior și la drojdii, po- 
trivit cáreia sistemele reparatorii intervin in mutageneză ca factori ame- 
liorativi, dar şi cauzativi (Lemontt, 1971 ; Lawrence si colab., 1974 ; Pra- 
kash, 1976 : ; Lawrence si Christensen, 1976). 


fj di proceselor reparatorii la drojdii s-au folosit diferite Pa 

dee si în primul rind metode indirecte de analiza genetică, ca de pildă : 

transferarea celulelor. iradiate . sau tratate cu substante chimice mutagene . 
pe medii din care lipsesc factori de' creştere si menţinerea în aceste con- 
ditii un anumit timp ; folosirea inhibitorilor proceselor reparatorii ; stu- 
diu] mutantelor deficiente i în reparare şi efectele lor în mutageneză. Parry. 
și Parry (1972) au evidentiat creşterea supraviețuirii și un declin al pro- 
Portiilor revertantilor ade*, prin transferarea celulelor homozigote, care 
necesită adenină, iradiate cu UV, pe mediu fără substanţe de. creştere. O 
nouă iradiere a celulelor menținute în: acest mediu timp de mai multe zile 
a dus la creșterea rezistenţei la UV si nu a indus mutații. Sistemele re- 
paratorii implicate în producerea de mutații sînt denumite error-prone 
(predispuse erorii). Celelalte sisteme reparatorii, care nu conduc la mutații 
sint denumite error-free (libere de erori). Rezultatele obținute au fost in- 
terpretate ca o schimbare în proporţia de leziuni, reparate ca urmare a 
proceselor care conduc la erori sau care, dimpotrivă, sint libere de erori 

în timpul menținerii în lichid. Ineficienta celei de a doua doze de UV de 
a induce reversii. după păstrarea în mediu lichid din care lipsesc factorii 
de cr estere sugereazá ideea cà aotivitatea ce conduce la erori poate fi pier- 
dută in timpul păstrării. Resnick (1969) a observat o reducere:a frecvenței 
Teversiilor induse de UV prin menţinerea drojdiilor haploidé care pre- 
zintă mutații Uvs 9-3, în mediu lichid fără factori de creștere. 

Spre deosebire de procesele error-free care au fost explicate pe baze 

iochimice, în cazul proceselor error-prone nu s-au stabilit, baze biochi- 
mice evidente. 
Cox si Game (1974) au observat că într-o tulpină mutantă, în care 
toate cele trei sisteme reparatorii sint blocate, doza, necesară pentru a 
omori 63% din populaţia haploidă (DL37) produce. numai unul sau doi. 
imeri per genom nuclear, în timp ce aceeași doză, folosită pentru o popu- 
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latie de tip sălbatic, generează aproximativ 18:000 dimeri per. genoni. Pen- 
truca 6 celulă să. supravieţuiască, marea majoritate a dimerilor trebuie 
îndepărtați sau ocoliti, unul sau doi dimeri fiind suficienţi pentru a deter- 
mina moartea celulei. Haynes si Kunz (1981) au arătat că un număr de 
mutații care conferă- sensibilitate la radiații sau. mutageni chimici. sînt 
înalt. pleiotrope, astfel.înciît s-a presupus că. repararea este un “proces con- 
trolát:de aceste. Jocusuri, Kunz si Haynes (1981) au propus extinderea: con- 
-ceptului de-reparare a ADN si în interpretarea relatiei doză: asp Lien 
| i Pe mitotice (fig. 60). | ; 

“Prin analogie cu mutageneza UV s-a presupus cá frecvența iei mbi: 
smi indusi este proporţională cu numărul de leziuni, potenţial” récom- 
binagene, care nu sînt. îndepărtate. prin: 'sisteme. de-reparare nerecombina- 
tionale, dar sint Reid prin mecanisme de (ara e! ce ees recom- 
birianea: un ZI 

“În: mai mică măsură sînt posibile studii de biochimie, datorită” gr eu- 
ditior intimpinate în marcarea radioactivă a “ADN; Se stie cà drojdiile nu 
contin timidin-kinază - si, astfel, nu pot fi selectaţi! auxotrofi faţă de ti- 
miná, ce permit marcarea radioactivă specifică a ADN-ului. Totusi, în ul- 
" timii: ani zau fost obținute aaoi permeapitos paneu nucleotidele - NU 
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Fig. 60. T REN graficá a conceptului de reéparare.a leziu- 
nilor :ADN (stinga). Curbe tipice de supravieţuire lajEB V pri ag 
jj pentru o tulpiná haploidă. RAD de tip. sălbatic şi: cea pentru Ă 
„+ „o mutantă deficientă şi în repararea error-prone şi error-free. 
' “Platoul şi panta negativă a curbei în cazul tulpinii de tip 
: sălbatic: reflectă declinul eficienţei reparării cu ‘creşterea 
* dozei, datorită absenței reparării, în curba pentru tulpina: 
mutantă nu prezintă platou. ‘Diferența dintre procentul de: 
supraviețuitori dintre cele două curbe pentru orice doză dă. 
numărul de tinte letàle îndepărtate prin reparare (dreapta). . 
„na au: Cuwbele tipice: pentru frecvența mutatiilor induse de. UV. 
ATI, os pentru'un haploid RAD de tip sălbatic (WT). împreună cu . 
cele pentru mutante deficiente în repararea predispusă erorii 
(EPR—). Pentru mutatiile independente gi evenimentele: le- : 
a oci D'ale, diferenţa dintre: EFR— si.WT pentru orice doză dată. 
pp veste egală cu numărul de tinte mutante îndepărtate prin. 
xd Es „reparare liberă, de eroare, în timp. ce diferenţa , dintre WT `. 
t jest ag . y 'EPR-— este egală cu numărul de tinte mutationale produse Meu 
EIC > ULLI. de repararea error-prone (Haynes şi. Kunz, 1981). - ee 


4 


già 


si/sau :auxotrofe . pentru. timiná ce.au.facilitat studierea mecanismelor re- 
paratorii. sia fenomenelor. asociate. (Little. şi. Haynes, 1979) ^ 

Studiile genetice s-au realizat cu ajutorul unor mutante duble sau 
“multiple, identificîndu- -se diferite grupe epistatice. Mutantele sensibile la 
ultraviolete au fost caracterizate adiţional si în raport cu alte fenotipuri, 
cum åt fi. efectul asupra mutagenezei spontane si induse, sensibilitatea” Ja 
raze X.gi mutageni chimici (Game, 1983). 

Un „alt tip: de experienţe - implică studierea fenomenului de dep tere 
în soluţie nenutritivá (LHR —-liguid, holding recovery) şi urmărirea foto- 
reactivării la:tulpinile. de. tip. sălbatic si sensibile la UV. 

Este evident faptul că. drojdiile- prezintă diferite căi enzimatice n re- 
parare a. distorsiunilor din ADN;:care diferă in structura chimicá si con- 
secintele.biologice.. Drojdiile . prezintă. mecanisme reparatorii libere de 
eroare, ce menţin: integrabilitatea. structurală şi funcţională a Re 
dar si mecanisme: predispuse: erorii, cauza -majoră a mutagenezei. ` 

„În mod paradoxal, cele .două mecanisme ce asigură, variabilitatea” ge- 
nei că, mutageneza. şi recombinarea, implică repárarea. ADN-ului. S-a 
presupus. G mutageneza: indusă si recombinarea se bazează :: prima pe pro- 
Cesul. reparator predispus; erorii ;.a- doua. pe repararea prin recombinare. 

„La, diferite sisteme biologice au: fost descrise “o:serie: de 'sisteme -de 
reparare (Hanawalt. si Smith, 1978 la bacterii, Haynes si Kunz, 1981 la 
eucariote. $.8.). boc 

Haynes. si Kunz (1981) consideră « că drojdiile prezintă mai multe sis- 
teme Pentru. repararea modificărilor .ADN,. care diferă în privinţa struc- 
urii chimice: Si. a. consecinţelor biologiee si au propus; următoarea; clasifi- 
care a. sistemelor. vepar 'atorii, pentru. organismele. eucariote :. 

x repararea.liberá de eroare. (fotoreactivarea Si. excizia) : deci 
„==: repararea care generează mutatii punctiforme.: (denumită de Has- 
tings « si colab.;-19 16 —.reparare mutagenicü) ; MA : 
ar. repararea. care. intervine. in. recombinarea. E a NEA si repararea 
Postreplicativă. prin recombinare (reparare: recombinagenicá);.. . 
Jim i Teparare:; care. poate fi. imgotità atît. de mutații. punctiforme cit. si 
de recombinare mitoticá. 

S-a :sugerat, de asemenea, ca termenul de reparare. să. se. folosească 
pentru procesele. libere.de' eroare ; (de tip error-free) iar pentru cele pre- 
Maii erorii, (de. tip error-prone). să. se folosească termenul de recupe- 

rare (Haynes. si ASR 1981). 


2 6.2 2.1. MUTANTELE, DEFICIENTE IN REPARARE. ȘI PRINCIPALELE. 


GRUPE EPISTATICE CE CONTROLEAZĂ REPARAREA . 


E Folosind procedee screening indirecte, ? Nakai si "Matsumoto, (1967), 
Snow. (1967 ) aw izolat primele mutante sensibile la radiaţii si MMS. pr e- 
supuse a fi deficiente în repararea ADN-ului. Cox si Perry (1968) au izo- 
lat 96 mutante sensibile la UV care ocupă 22 grupe de complementaţie 
distincte, unele dintre acestea; fiind sensibile: și. la: MMS- şi/sau HNO» 
(Zimmermann, 1968). Pînă în prezent au fast identificate. cel puţin. 95.mu- 
„taţii ce conferă sensibilitatea la radiaţii şi/sau substanțe chimice, fără a 
„SE stabili î însă relații alelice dintre aceste mutații. 


: Metoda utilizată frecvent în izolarea acestor mutante” constă în Însă- 
mînţareă celulelor” “mutagenizate:- pe mediu YEPD.sr transferârea prin 
metoda 'replicii, „după “dezvoltarea culturii pe alte două: plăci cu. mediu 
X EPD. -Una dintre plăci este expusă la UV,.la o. doză ce. permite creşterea 
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Fig. 61. iDiagramele. căilor Te- o 


` paratorii; ilustrind. interactiíle 
genelor, mutante în tulpinile 
i -dublu mutante: 

S'— substratul  (ex-dimerii . 
pirimidinici) ; A şi B — in- 
termediari în căile reparato- 


rii ; ADN paei repararea 


completă ; —  epistazie ; 


SA ADN 


unui număr destul de mare de colonii de tip 


sălbatic, Analizind în paralel, după forma- 
rea coloniilor, placa expusă la UV şi placa 


martor, pot fi identificate coloniile sensibile 


-la radiații si izolate ulterior de pe placa mar- 


tor (Game, 1983). În aceste experienţe au fost 
evidenţiate un număr mare de. gene; ce in 
urma mutatiei confereau sensibilitate la. UV, 


fapt ce a demonstrat complexitatea'procese- 
"lor reparatorii la drojdii. S-a sugerat cuprin- 


derea în grupul. 'RADI—RAD49 a genelor 


|: ale căror alele mutante. conferă. sensibilitate 
“primară la UV, iar RAD50 a locusurilor ce 


conferă sensibilitate primară la razele X. ` 
Informaţii asupra modului în care genele 


“RAD controlează rezistenţa la UV pot îi ob- 


ținute prin construirea mutantelor duble şi 
determinarea sensibilităţii lor la UV, compa- 
rativ cu mutantele simple parentale (Haynes 
şi Kunz, 1981 ; Game, 1983), iar relaţiile din- 
tre locusuri se pot stabili prin -studiul in- 


b — aditivitate ; .€ — siner- 

Tem (Game, pen | teractiilor dintre diverse gene mutante duble 
combinate cu tulpini mutante multiple (Pra- 
kash $i Prakash, 1979 : ; McKee si Lawrence, 1980) ; mutantele' duble fiind 
cel mai frecvent folosite. Din analiza rezultatelor prezentate schematic 
in fig. 61 se desprind trei tipuri de interactie ` a genelor, care pot exista 
in tulpinile de drojdii ce poartá două alele mutante, localizate în locusuri 
“sînt epistatice în situaţia în care mutanta dublá (rir2): nu este mai sensi- 
bilă decit cea mai 'sensibilă tulpină parentală. Fenomenul de epistazie a 
două gene mutante ce conferă sensibilitate la UV se explică prin blocarea 
unei singure căi de reparare a ADN-ului, iar mutantele adiționale ce 
-intervin în etapele următoare nu prezintă efect asupra celulei. Dacă cele 
două căi de reparare, controlate de rl si r2, acţionează independent pe 
diferite tipuri de leziuni, se consideră că cele două gene au efect aditiv. 
În această situaţie efectul letal produs de o anumită doză într-o mutantă 
dublă este egal cu suma letalitátii tipului sălbatic plus valoarea letalitátii 
celor doi „parentali ce depășește tipul sălbatic. Cele da gene au Să efect 
tele duble prezintă o sensibilitate mult mai. mare. Aanes sinorgică se 
explică prin aceea că genele respective controlează diferite etape în două 


sisteme reparatorii diferite care Paa a i, poi acsleasi leziuni 
(fig. 62). AT 
La: drojdii au fost identificate peste 80 te locüsuri genetice. implicate 
în reparare (Lawrence, 1982), ce controlează sensibilitatea drojdiilor la ra- 
 diatii sau mutageni chimici. Unele dintre aceste. locusuri prezintă pleio- 
tropsime. inalte, astfel incit este putin probabil ca toate aceste. locusuri să , 
“fie implicate in reparare, Studiile realizate cu. mutante. multiple au relevat 
„existența a trei grupe epistatice cu trei căi: de reparare (Pr akash, 1976). 
Mutantele din fiecare grup interacționează între ele epistatic şi cu mutan- 
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iš Fig. 62. A — ^ AA AA de i torii sinergică între. mutatiile "i 
"rad3-2 si rad 50-1 în ceea ce priveşte sensibilitatea la, UV. .La .. 
dozele UV arătate nici tulpinile de tip sălbatic, nici tulpinile | 
rad 50-1 nu prezintă o letalitate 'indusă de UV crescută: 
B — exemplu: de interactiune epistaticá intre mutatiile rad 1-5. 
şi rad 3-2 in ceea ce priveşte sensibiiltatea la UV. Mutatia. 

. rad 1-5 este. „leaky“ (este partial blocată etapa reparării me- ` 
diatá de RAD 1, astfel încît nu se poate stabili din aceste 
date arx in care oim v Ad produsii genei) (Game;: ipd - 


"tele din celelalte grupe sinergic (sau câteodată aditiv). Mutantele' triple ce 

implică toate cele trei grupe epistatice prezintă o sensibilitate mult mai 

mare decît mutantele duble. Pe baza acestor concluzii s-a presupus exis- 

ee a trei cài reparatorii separate, controlate de diferite locusuri RAD 
ig 63). 
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"Fig. 63, Diagrama schematică a celor trei tipuri de reparare a dimerilor 
. pirimidinici induşi de UV si a genelor ce le controleazá. (Game, 1983). 
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Grupul RAD3 este denumit conventional astfel, după. locusul cel mai 
proemineiit,. Locusurile grupului RAD3 sînt sensibile la UV si prezintă un 
nivel crescut al mutagenezei UV si, cu excepția mms19, sporuleazá. Se 
apreciază că cel puţin 9 din aceste locusuri contr olează repararea prin ex- 
cizie (Haynes. si colab., 1978). Reynolds si Friedberg (1981) au constatat 
cá radl—rad4 si. radii (dar nu si rad) sint totàl sau partial defective in 
producerea rupturilor monocatenare im -timpul incubürii după iradiere. 


Reynolds şi: colab. (1981) au arătat că dacă ADN-ul iradiat cu UV este 


preincizat cu o endonuclează specifică + dimerilor (endo UV), 'extractele 
celulare de la mutantele rad1—rad4,. rad14 si rad16 pot.exciza dimerii. 


Rezultatele sugerează. faptul că aceste mutanțe sint defective in etapa 
iniţială a reparării. Beker. și colab. (1980) au raportat că extractele celu- 
lare rad1—Tr ad4, rad10 si rad16: contin endonucleazele active specifice di- 
merilor. În adiţie cu defectele în excizia dimerilor pirimidinici, Jackhmezyk 
şi von Borstel.(1981) consideră că rad3 este incapabilă să îndepărteze lc- 
găturile încrucişate intercatenare sau monoadducţii induşi: de psoralen si 
lumină vizibilă cu X de 360 nm. Lawrence si Christensen (1976) 27u con- 
statat că mutantele din acest grup epistatic prezintă rata mutaliei per 
celule supravietuitoare, dup à iradierea. UV, mai mare decît tipul sălbatic, 
la doze egale de UV. Observatia cá mutintela defective în repararea prin 
excizie prezintă mutageneză indusă UV sporită, comparativ. cu tipul săl- 
batic, sugerează că leziunile care sînt reparate prin acest sistem la celu- 
lele de tip. sălbatic sint eanalizáte- spre: sisténiul “predispus .lă eroare. În 
felul acesta: proporția leziunilor UV, care sînt dr gresit, este mai 
mare la celulele mutante, decît la cele: de tip/sálbatic. . Lk 


Grupul! RAD6 este înalt pleiotrop și controlează reparare a: ip ERM 
erorii (error- -pr one). Unele gene din.acest grup epistatic cpntrolează si de- 
sávirsirea meiozei (sporularea),. recombinarea mitoticá si meioticá, con- 
versia spontaná- a genei, mutatia spontană si rezistența: Ja -trimetoprim 
(Haynes si colab., 1978). “Tulpinile ce prezintă mutații în genele acestui 
„grup. epistatic sint sensibile Ja; UV si radiatii ionizante.si.1a; o. varietate de 
-mutageni chimici, dar gradul de sensibilitate este diferit; începînd cu: qmu- 


tantele rad6,. e: vtrem de sensibile (Cox şi. Parry, 1968) si terminînd eu. umr, 


qeu ‘sensibilitate zero (Lemontt, 1972). 


Mutantele din acest grup prezintă rata mutatiei după ee SA UV 
mai mică decît tipul sălbatic si in unele cazuri (de exemplu, rad6-1) pierd 
complet capacitatea de mutageneză indusă. Unele dintre aceste mutnnte 
pot de asemenea afecta repararea liberă de eroare (error-free). McKee «i 
Lawrence (1979). au sugerat cá locusurile grupului epistatic RAD6 pot fi 
subdivizate în 4 categorii. Prima cuprinde numai lorusul RAD6. Functia 


acestei gene este necesară reparării predispuse erorii (de tip error-prone) . 


leziunilor produse de majoritatea mutagenilor testati. Mutanta rad6 poate | 


exciza dimerii de timină (Prakash, 1977) desi excizia poate fi ineficientă 
(Haladus si-Zuk, 1979). Chlobowicz sk Jzchymezyk. (1979) -au observat că 
mutanta rad6 este incapabilă să .repare rupturile: ADN induse de MMS. 
A doua categorie include Iocusul RAD18. Mutanta rad18 acumulează rup- 
turile mono- si bicatenare.in timpul incubării dupá iradiere cu raze X si 
este parțial defectivă în excizia dimerilor (Boram si Roman, 1976). Analiza 
sensibilităţii la UV indică faptul cá mutatia interferá cu excizia dimerilor 
pirimidinici. Studiind capacitatea celulelor diploide rad18-3/rad18-3 si 


+/ „dea reface leziunile produse. de UV, Boram si Roman.(1976) au. 


observat că diploidul +/ -manifestă o supraviețuire crescută; care se 
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accentueazá-prin-prelungirea: timpului :de:mentinere.la întuneric, im.so- 
lutie tampon, im timp ce -supravieţuirea 'celulelor: rad18-3/rad18-3. nusse 
modifică, deoarece rad18-3.determiná un defect în calea.enzimaticá.a re- 
parárii prin excizie. Pentru. a face: distincția între un defect în procesul 
„prin care dimerii pirimidinici sint excizati si defectul în sinteza repara- 
oare după ce-s-a..realizăt :excizia, ‘celulele: +/+ „și rad18-3/rad19-3 au 
fost iradiate cu: ultraviolete în doze: ce: asigură supraviețuirea -a 10074 din 
celule si păstrate la întuneric. Creșterea supravieţuirii. diploidului rad18-3/ 
TadI8-3 peste cea obținută prin menţinerea numai la întuneric, efect ce 
„persistă 2: ore, desi cu o:rată- scăzută, evidenţiază că substratul fotoreac- 
tivării (dimerii pirimidinici) persistă un timp mai! îndelungat în diploidul 
„Tad18-3/iad18-3 decît în celulele +/+ si că gena rad18-3;este responsa- 
bilă 'de: defectele din regiunea de excizie. "a presupune! că mutatia. — 9 
determină blocarea repară irii prin excizie.: 


A. treia: categorie, câre include' RADO9: și RADIJ (ambele iba de 
"éXciziet a! “dimerilor de timină), cuprinde: gene 'ce acţionează după tipul 
crror-free sáu error-prone, în funcţie de natura. leziunii. A pátra categorie 
“cuprinde locusul REV: ipte at exclusiv in repararea err or-prone, ce de- 
termină: numai un grad moderat de sensibilitate la radiaţii. 

i “Grupul RAD32 controlează sensibilitatea la raze X'si calea „minoră“ 

à reparării leziunilor induse de UV. Majoritatea mutantelor din acest grup 
prezintă deficiente in sporulare si recombinare si influențează mutageneza 
UV şi chimică. Mutantele din acest srup au rata mutatiilor indusă egală 
cu tipul sălbatic, sugerînd că genele RAD52 nu mediazá un sistem repa- 
rator predispus la eroare. Resnick $i Martin (1976), Mowat si Hastings 
(1979), Schild si Mortimer (1981) au arătat că genele rad51, rad52, rad54 
Si rad57 sînt defective în repararea rupturilor dublu catenare, rad51 este 
capabilă de repararea: rupturilor- monocatenare si legăturilor transverse 
induse de psoralen şi lumina de 260.nm. Sensibilitatea înaltă la razele X 
a fost observată Ja diferite mutante apartinind acestui grup, dar exemplul 
cel mai elocvent este mutanta rad54-3. Această mutantă prezintă sensi-. 
bilitate diferențiată la raze X, în funcţie de temperatură. La temperaturi 
restrictive (36°C), curbele de supravieţuire pentru haploizi si diploizii ho- 
mozigoti sînt exponehtiale. Panta curbei de supravietuire a diploizilor este 
de două ori mai mare decit la haploizi, în loc să se înregistreze o sensibi- 
litate mai mică. asemănătoare tulpinilor de tip sălbatic sau altor mutante 
rad (Game si Mortimer, 1983). Această: observaţie experimentală a condus. 
la ideea că la diploizii homozigoţi si la haploizi în Go letalitatea se dato- 
reste nu numai blocării mecanismelor reparatorii, dar si existenței unor 
leziuni dominante. Acest, eveniment de letalitate dominantă-a fost confir- 
mat de Ho şi Mortimer (1973) pe o altă mutantá din grup, rad52-1. Ei au 
pornit de la observatia că celulele haploide iradiate cu raze X nu se mai 
divid, dar sint. capabile- sà se împerecheze: cu celulele neiradiate de tip 
opus de împerechere. Astfel, în urma împerecherii cu celule de tip sălbatic 


(RAD), Zigolii sint viabili, deoarece nucleul neiradiat se poate divide. Ín 
cazul in care. ambii. parentali poartă. mutatia. rad52-1, leziunile dominante 
nu sint reparate și astfel'este blocată-diviziunea in zigot: : 

O altă trăsătură. a “mutantelor din grupul. RAD52 este. blocarea com- 
Pletă a 'recombinării mitotice: si. o creştere: coordonată, cel: puţin în cazul 
mutantelor rád5i- 3 si. rad52-1,. TEM fenomenului de:  deletie cromozomală 
spontană sau indusă cu radiații, cu apariţia de monosomi. Mortimer si 


d» LM 


colab. (1981) au sugerat cá pierderile cromozomale àpar datoritá: rupturi- 
lor dublu catenare nereparate, ducind la deletia telomerelor $i instabilita- 
tea. cromozomilor respectivi. Mortimer (1958), Laskowski: (1960), Früs-şi 
Roman (1968) au observat cá homozigotia pentru tipul de imperecnere 
conferă sensibilitate la raze X, dar nu si la UV. Ho: si Mortimer. (1973), 
Morrison si Hastings (1979) au arátat cá diploizii homozigoti pentru tipul 
'de împerechere şi pentru rad51 sau rad52 nu sint mai sensibili la raze X 
decît tulpinile heterozigote pentru locusul tipului de. împerechere. Celu- 
“ele homozigote pentru tipul: de împerechere sînt de asemenea sensibile 
la MMS, prezintă: o frecvenţă redusă a recombinării spontane sau indusă 
‘de UV ṣi sînt incapabile de sporulare. Sensibilitatea la razele X este aso- 
ciată și cu tipul de imperechere heterozigot. Astfel, diploizii MATu/MATa 
.rad54-3/rad54-3 prezintă la 36°C aceeaşi curbă de'supravietuire cu diplo- 
izii MATo/MATu rad54-3/rad54-3 (fig. 64), în „timp ce diploizii MATa/ 
MAT RAD* prezintă o sensibilitate mult. mai mare la razele. X. decît 
diploizii. MATu/MATa RAD* (Laskowski, 1960). Astfel, rezistența- aditio- 
nalá conferitá de tipul heterozigot de. imperechere este dependentă de ge- 
nele grupului RAD52, confirmindu-se ipoteza că unele nivele. ridicațe ale 
recombinării mitotice observate la, diploizii MATa/ MATa comparativ cu 
«lx sau aja, reflectă dependenţa reparării prin recombinare de .tipul de 
împerechere erei Ano. Mon rison si colab. abd au sugerat cá procesul 


[ou 


e diploid RAD+ af 
" . - odiploid RAD*ec/e« ` 
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*/» Supravietuire 
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Doza rozelor X (kitorazi). 


"Fig. 64. Curbele de supravieţuire ale celulelor in fază 
logaritmică apartinind unei tulpini haploide tip sál- : 
.batic (RAD +) si două tulpini diploide fiecare homo- ` 
zigotá pentru mutatia rad 54-3. Efectul heterozigotiei 
tipului de imperechere, la tulpinile de tip sálbatic şi - 
lipsa acestui efect la tulpinile rad.54-3 poate fi ob- - 
servat prin compararea diploizilor MAT a/« cu MAT 
l aja (Game, 1983). =; 
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reparator error-free este prezent. in TONS diploide a/«, dar este: absent 
in celulele homozigote pentru tipul de imperechere. 

Pinà in prezent nu s-a identificat nici o mu*atie analoagă. cu recå de 
la E. coli, probabil si datorită faptului că la drojdii s-au descris cel putin 
20 de gene ce intervin in controlul iu sau ed a ta induse sau 
spontane. | 

Semnificaţia grupelor epistatice RAD. În ciuda ANR mare E 
locusuri care controlează sensibilitatea la radiatii şi/sau substanţe chimice 
la drojdii, nu s-au identificat pînă în prezent grupe epistatice UV şi este 
îndoielnică prezenta lor. Această concluzie se bazează pe observaţia (Cox 
şi Game, 1974) că într-o mutantă triplă haploidă conținînd o alelă pentru 
fiecare grup epistatic, doza de UV letală pentru o.ţintă este suficientă 
pentru a produce numai unul sau doi dimeri pirimidinici. În acelaşi timp 
-se ROGER observa (tabelul 14) că SIRES epistatice: nu se exclud in totali- 


“Tabelul. 14 


` Grupele epistatice la S. cerevisiae (Haynes si Kunz, 1981) - 


" 


RAD 3. RAD 6 i i "RAD i2 
p————————' A DUUM Oi DU SS PS SM MSERMMMEMERMDSEERMAAEEEn  NMEE UIS CC CO DD C DEDE ccc ccn 
radi "ein rado ^. rád90 » 
rada : rad6 -radi 
rad3 rads rado2 
rad4 rad9 . . rad93 
rad? radiš .  rad4 
radiO . radi8 . radă5 
radi revi rado6 
radi6 ` rev3 rado? . 
n9 c umri [ga 
- mimsi9 mnr2 os i" 0ac9 i 
- cdc8 ) Mumr3 - V 
mms3 
ede8 — 
psoi 


Notă. Epistazia grupelor RA D3 si RA D6 se bazează pe sensibilitatea la UV, iar a grupei: | 
RA D52, se bazează pe sensibilitatea radiaţiei ionizante. 


tate. De exemplu, s-a constatat că unele alele (r' 1, cdc8) aparţin simultan 
la două grupe epistatice. Game si Mortimer (1974) au obser vat că mutan- 
tele rad6 si rad18 ce aparţin aceluiași grup epistatic UV nu sint epistatice 
in privinta sensibilităţii la raze X.. 


În acelaşi timp, două sau mai multe grupe RA proprietăţi co- 
mune. Astfel, toate cele trei gr upe conțin mutante care sînt mutatori ce 
reduc! sau elimină sporularea si implicit aria recombinantilor indusi 
(fig. 65). Au fost descrise gene ce aparțin celor trei grupe epistatice, usor 
suprapuse, ce cuprind gene pleitrope si afectează o varietate de funcții 
asociate cu metabolismul: acizilor nucleici: Se presupune (Haynes si Kunz, 
1981) că fiecare grup de gene codifică o cale biochimică distinctă, cu rol 
in reparare si cá genele ce codifică enzimele implicate în reacțiile secven- 
tiale ale reparárii sint epiștatice, una cu alta. Faptul că grupul RAD3 
conţine 9 locusuri ce controlează excizia dimerilor sugerează că un număr 


mai mare de produși ai genelor sînt necesari pentru desfăşurarea procese- 
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.Fig.-65. Reprezentarea grafică a : 


celor trei tipuri de interactiuni 


genice care pot să apară: la tulpi- 


nile de drojdii ce prezintă două 
alele mutante în diferite locusuri 
ce controlează; sensibilitatea la 
un mutagen. Punctele B, C şi D 


“se suprapun peste curbele de su- - 


pravietuire pentru RAD tipul 
sălbatic si 2 mutante simple r1 
si r2. Dacá sensibilitatea mutan- 
tei duble (rl si.72) nu este mai 
mare decît cea a:celei mai sen- 
sibile mutante -simple parentale 
(presupunind cá rl si r2 nu sint 
leaky) atunci locusurile sint con- 
siderate epistatice, Dacă două 
cái reparatorii “controlate de ri 
şi r2 acţionează independent 
asupra diferitelor tipuri de le- 
ziuni, interacţiunea este conside- 
ată aditivitate si curba de su- 
pravietuire a mutantei duble r1 
şi r2 va trece prin punetul E, 


unde AE=AD+BC. Dacá^cüile '"' 


reparatcrii competitioneazá pen- 
tru o singură clasă de leziuni, 
interacţiunea. este. sinergică . si 
curba de supravieţuire va. trece 
prin punctul E^ unde AF AE ^ 
i (Haynes si Kunz, 1981). 


u ijid: epistatice UTOTO: 
- complexelor . 


. bolismului ADN-ului : 
‘cizie, replicare anormală “şi recombinarea, 


AE (rr) A0(r) BC). 


lor: DN. la :bacteriofagul T, 


astfel, - că 
"formarea 
“macromoleculare necesare 
medierii celor. trei etape. majore ale meta- 
repararea prin ex- 


iar aceste complexe ' pot" interactióna,: se 


„pot suprapune sau pot prezentă, unsle pro- 


teine: în. comun si astfel. se. 'explica. sS- 
punsul, epistatic (Haynes. Și Kunz, ..1981). 


Pînă in. prezent, la. drojdii nu s-au evi- 
dentiat astfel de: complexe :inaeromole- 
culare. Existenţa, însă, a unor complexe 
enzimatice asociate cu sinteza precursori- 


infectind 


E. coli (Matthews..si colab., 1979), in .ce- 


 lulele ascitei Ehrlich. (Shoaf si .Joanes, 


1973), la adenovirusul ce infecteazá nu- 
cleele celulelor HeLa (Abboud “şi Horo- 
witz, 1979 si in fibroblastele:embrionilor 
de hamster chinezesc (Reddy. $i Pardee, 
1980), -reprezintă un argument pentru 
existența unor complexe! IUR laculare 
si la drojdii. | 


Mecanismele PERRE Y tife natură 
enzimatică sînt avantajoase speciei, asi- 
gurînd astfel menţinerea stabilităţii sale 
genetice. în mediul care determină apari- 
tia mutăţiilor cu o rată mare. Diferitele 
mecanisme de reparare a leziunilor pro- 
duse în macromolecula de ADN sînt supuse 
unei selecţii: in “procesul -evolutiei unei 
specii, fiind cuplat'cu eficiența procesului 
de reparare. Repararea asigură pe de o 


parte integritatea genomului, iar.pe de:altă 


parte mediază apariţia variaţiei. genotipu- 


rilor. 


2.6.2.2. STUDIUL BIOCHIMIC AL REPARĂRII 


Reparan prin fotoreactivare. Studiile, biochimice ale. „reparării. la 
 drojdii, efectuate pe mutante sensibile la. UV, au dat informaţii .utile.-in 
„ceea ce; privește. prana leziunilor induse de- UV şi mecanismul molecular 


iB Tepasdti) 


Astfel, Unrau.si i colab; (1973) au. demonstrat prezenţa dimerilor- piri- 
midinici.i în: ADN: de. drojdii, iradiat cu: UV prin analize directe biochimice 
Şi. au. stabilit. că o. doză de 1 J/m?. aplicată celulelor. va. genera 240 dimeri 
.per.genom haploid. Pornind de la aceste. date, Cox și Game (1974) au 
calculat că doza necesară pentru reducerea supraviețuirii la tipul sălbâtie 
"6u:630/5 (aproximativ o ţintă letală per SCANER va | genera 21 — p: per 


“celulă haploidă. . 
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. .Sarache.(1954) a fost primul care a arătat cá efectele letale ale ira- 
dierii UV pot fi înlăturate la drojdii, ca de altfel. şi la bacterii, prin tra 
tarea cu. lumină. vizibilă imediat. după iradierea. cu UV. Fotore Ehe i 
desface in situ dimerii pir imidinici si restaureazá structura normală ama- 
cromoleculei de ADN. Resnick (1969) a izolat mutante ce nu conțin enzimă 
fotoreactivatoare (phrl- -1) care nu au. capacitatea de a repara la lumină. 

Compararea rezultatelor obţinute .în urma experienţelor de incubare 
a celulelor de drojdie iradiate cu UV, în solutie tampon la, întuneric, îna- 
inte de. insámintare,.cu cele obţinute din: experienţele de fotoreactivare, 
au condus la ideea că; cele două fenomene de reparare acţionează asupra 
aceloraşi leziuni. Parry si Cox (1968) au constatat cá la celulele. de drojdie 
de tip sălbatic ținute cîteva zile la întuneric, înainte... de insámintare, 
apare o creştere. gradată a supravieţuirii, fapt ce nu se observă. la muna- 
tele. sensibile la UV. Dacă înainte de insámintare se aplică o doză dată 
de lumină vizibilă, după perioade diferite de incubare. la. întuneric pro- 
centul de supraviețuitori, determinat de expunerea „la lumină vizibilă, 
descrește gradat, în raport cu numărul, de supraviețuitori la întuneric. La 
mutantele defective in procesul DHR (dark holding recovery), efectul 
luminii vizibile asupra supravietuirii este: evident, celulele prezentind 
fotoreactivarea chiar după cîteva zile de menţinere la întuneric. în soluţie 
tampon. Din aceste observaţii se poate trage concluzia că sistemul repa- 
rator prin excizie acţionează asupra leziunilor. potential fotoreactivabile. 

Wulf și Rupert (1962) au demonstrat cá fotoreactivarea constá in 
monomerizarea in situ a dimerilor pirimidinici - de. tipul ciclobutanului, 
sub acţiunea unei enzime fotoreactivatoare, in prezenţa luminii vizibile 
(^ = 300—600 nm). Se observá formarea unui complex ADN-enzimá care 
absoarbe radiatiile vizibile, determinind ruperea legáturilor dintre cele 
două baze pirimidinice, fără desfacerea legăturilor fosfodiesterice. 

Lumina vizibilă furnizează energia necesară * procesului de monome- 
rizare. 

Sutherland (1978) a presupus că acțiunea enzimei fotoreactivatoare 
constă în interacţiunea ei cu grupările carbonil din poziţiile 2 ale inelului 
pirimidinic; rezultind un complex enzimă- -ADN. Acţiunea enzimei poate 
fi urmărită folosind un “ADN marcat cu ?H-citoziná, iradiat cu UV si 
supus ulterior unui tratament termic la 60°C. Hidroliza si analiza croma- 
tograficá evidentiazá monomerizarea dimerilor formati sub actiunea UV 
Și prin desaminarea citozinei. Capacitatea de hidrolizá a dimerilor piri- 
midinici poate fi pierdută printr-o mutație genică, phr* — phr—. Resnick 
(1969) a izolat o astfel de mutântă deficientà in fotoreactivare (phr”) ; 
Muhammed (1966). a izolat, purificat si caracterizat o enzimă fotoreactiva- 
toare: din .celuia, de. drojdie, constituită din două subunități cu greutatea 
“moleculară. de 60000 şi 85 000 daltoni-si a cărei activitate. a fost testată 
în experiențele: in vitro. 

Fotoréactivarea: este cel mai 'siniplu m mecanism reparator, cu specifi- 
citate pentru. 'dimerii pirimidinici, ce implică o singură intervenţie enzi- 
matică. În :același. timp, este singurul mecanism care necesită unde ale 
a m vizibil, ae în situ re gine de UV. in pons prin- 


epe 24,15 


zintă o modalitate ete ire a demonstra. cà. eL "hirimidinic sint 
principalele leziuni induse de UV.. 

Repararea prin excizie. Repararea la intuneric, descrisá initial 1a 
E. coli şi fagi, include o varietate de modalitáti de reparare prin-excizie : 
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repararea heteroduplexur ilor, a bazelor imperecheate greşit, repararea 
rupturilor, mono- şi bicatenare, repararea prin citirea corectă (proofrea- 
ding repair — ce se realizează. prin activitatea: endonucleazică 3” — 5” a 
ADN-polinucleazei I) repararea pr in incizia Si legar ea catenelor, repara- 
rea i pr in insertia bazei purinice, repararea golului in catena fiicá (fig. 66). 
“Existenţa unui proces reparator enzimatic, ce se desfăşoară in întu- 
neric, a fost evidenţiată în mod indirect, prin studiul efectelor letale ale 
radiaţiilor şi mutagenilor chimici care acţionează sinergic şi în mod direct 
prin inducerea reparării leziunilor prin trecerea celulelor în soluţii tam- 
pon. Îndepărtarea leziunilor prin menţinerea celulelor, înainte de însă- 
miniare, în mediu fără nutrienți (sau soluții tampon: — LHR), are drept 
consecinţă creșterea ratei de supravieţuire, Patrick și colab. (1964), Koro- 
godin si colab. (1966) au observat cá păstrarea celulelor neiradiate in 
soluţie: tampon nu influențează sensibilitatea la radiaţii. Refacerea viabi- 
litátii este în strînsă legătură cu doza, după 0 perioadă de lag, si este 
completă după. 18 ore. Initial s-a considerat cá LHR! modifică extinderea 
pe aje, prin excizie, „pentru ca ulterior, Parry și Parry (1976) să consi- 
BAZĂ. BAZĂ MODIFICĂRI clc -. ABERATIE STRUCTURALĂ | 
PIERDUTA  DOOSCOO — ^ oo 88000- 


/ BAZÀ'. 
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ALTERARE) 
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PAZĂ a iE Si ESINTEZÁ - 


NSERTIE) - NND PELA POLIMERAZA) 


ADN REPARAT 


Fig. 66. Repararea prin excizie. Sint ilustrate Arei tipuri de. 
leziuni : lipsa unei baze, baze alterate fără modificarea struc- 
turii secundare a ADN si defectele structurale care sînt însoţite: 
de distorsiuni în scheletul glucidofosforic. În schema clasică, 
leziunea este recunoscută şi incizată endonucleazic, leziunea . 
„si nucleotidele adiacente sint excizate si se realizează. sinteza - 
"segmentului excizat pe baza catenei complementare, intacte. 
“Repararea este desăvirşită de ADN-ligaza, În unele cazuri o 
.glicozidazá iniţiază procesul de excizie îndepărtind baza alte- : 
rată. sau incorectă (de exemplu uracil) din. ADN. Rezultă un 
situs apurinic sau apirimidinic, ce poate fi recunoscut de o en- 
donuclează AP sau poate deveni substratul activităţii „inver- 
tazei^ pentru înlocuirea directă a bazei absente (Hanawalt, 
11979). ` 


1 LHR — de la engl. liquid-holding, recovery. 


dere cà LHR, după iradiere cu UV; este'controlată- genetic şi implică exci- 
zia dimerilor, Pentru VENIT RASA AF bal fenomen au fost enunțate trei 
ipoteze: :. 


— menţinerea celulelor: în condiţii. nenutritive dă posibilitatea repa- 
rării să acţioneze un timp mai indelungat, înainte de stimularea republi- 
cării. ADN-ului celular ; | P 

^ — repararea este mult mai eficientă i în celulele supuse, înainte de în- 
Sl LHR ; j | 


SO timpul LHR este indusá sinteza proteinelor, ficus a Yoi: | 
şilor care măresc eficiența reparării prin excizie (Eckardt şi colab., 1978 ; 
Ferguson şi Cox, 1980). Patrick şi Haynes (1968), Parry si Parry (1972) au 
observat că celulele de drojdii iradiate cu UV şi raze X si supuse LHR. 
prezintă o rezistență crescută la UV dar nu si la raze X; Faptul că rezis- 
tenta crescută poate fi inhibată cu cicloheximidă si cá nu se observă o 
crestere a rezistentei la raze X, se consideră: că este corelată cu inducerea 
sistemului LHR (error-free . și 'error-prone) care Sporeste eficienta repa- 
rării dimerilor pirimidinici.' Experientele in care s-au folosit tulpini de 
tip sălbatic RAD, posesoare, de sisteme reparatorii eficiente si alte trei 
tulpini homozigote pentru locusuri ce apartin fiecáreia din cele trei grupe 
epistatice, au demonstrat că RAD3 controlează repararea leziunilor induse . 
de UV, iar mutantele duble Tadi-1 rad3-2 şi radl-1 rad4-4 nu sint mai: 


sensibile: decit mutanta simplă parentală cea mai sensibilă (fig. 67, 63). 
Interacțiile sinergice dintre mutantele sensibile la UV. apartinind celor : 
trei grupe epistatice RAD demonstrează faptul că cele trei sisteme de 
reparaţie la întuneric acţionează, cel puţin în parte, asupra. uiiui substrat 
comun. Pe baza acestor rezultate, Game şi Cox (1972), Brendel si Haynes 
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rig, 67. Repararea celulelor di- Fig 68. Cumá de supraviețuire la 
Ploide iradiate cu: UV în: funcţie j . UV a mutantelor simple! şi duble 
e timpul de. păstrare în apă dis- | (defective în excizie) ale unor tul- 
tata o "la întuneric - pug Si d pini haploide (Haynes si Kunz, 1981). 


Kunz, 1981). 
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. (1983) au stabilit că RADI, RAD3 si: 
RADA apartin aceluiasi grup epistatic 
care controlează repararea leziunilor: 

. UV. Deoarece dimerii. pirimidinici re- 
prezintá substratul major pentru exci- 
zie, se consideră cá asupra.lor'actio- 
neazá primar si celelalte. douá«cài re- 
paratorii ce se desfásoaràá:la intuneric,. 
repararea predispusă, erorii si repara- 

, rea prin recombinare. Această ipoteză, 
este susținută de. observaţia Mex. ȘI: 

! V wert Game! 1974) cá tulpinile. mutante, CU, 

rad18-2 - d PITT ^ blocaje i in toate cele trei cài 'repáratori mr 

\  A^AmAD| prezintă curbele de supravieţuire la UV, 

 exponentiale cu. o „pantă, fapt ce. arată 

că doza de UV necesară pentru un ëve- 
niment letal per, celulă (de. exemplu, 
ve pala 370% supraviețuitori) este puţin . mai, 

SAT dy ee, Inca de OM Jn? (fs. 69. A 4 


— 
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0 20. 40 i ge : 
| | „DOZA LIV [ale alla ti „ Aceste date sînt în corelaţie cu.cele.. 
Fig. 6di Cruel ide supravietuire obţinute de Unrau şi. colab.. .(1973): în, 
a mutantelor. din trei grupe epista- privinta dozei necesará pentru . à pro- 
tice. Celule 'diploide în faza statio- duce 1—2 dimeri per genom haploid de. 


nară de creștere au fost iradiate in - drojdie” (cu efect letal). Repararea prin 
suspensie si însămințate pe mediu 


sintetic complet pentru a determina „exeizie îndepărtează: cei mai multi di-' 
supravietuirea (Jm—?) (Joules/metru . meri. pirimidinici, in -tulpinile . de '.tip: 

pătrat) (Haynes si Kunz, 1981. . «sălbatic, fapt demonstrai.de sensibili-; 
A l tatea mai mare la UV a mutantelor 
grupului de excizie, decit a mutantelor grupului predispus erorii, care la 
rîndul lor sînt mai sensibile la UV decît mutantele defective in recom- 
binare (Cox si Game, 1974). O excepţie o reprezintă mutanta grupului 
predispus erorii, rad6-1, care din motive necunoscute. este cel puțin tot 
la fel de sensibilă la UV, ca mutantele defective în: excizie (Cox si. Parry, 
1968). În acest sens, Lawrence a presupus cá RAD6 controlează și “unele 
căi libere de eroare, alături. de căile reparării predispuse erorii și cá 
mutageneza UV dependentă de RAD6 este separată functional de rezis- 
tenta la radiaţii dependentă de RAD6. 

Tehnicile biochimice aplicate in prezent la studierea reparării prin: 
excizie se bazează pe excizia dimerilor pirimidinici cu endonucleazá UV 
specifică de la fagul T4 sau de la Mier ococcus luteus (Reynolds, 1978). 
Unii: cercetători au utilizat în aceste studii tulpini de drojdie. permeabile 
la dezoxitimidinmonofosfat: (dTMP), astfel “încît au marcat specific 
ADN-ul cu SHdTMP (Little si Haynes, 1979). Alţi cercetători au folosit 
?Huracilul, care acţionează ca un precursor al pirimidinelor, atât din ADN, 
cît și din ARN (Reynolds, 1978). Celulele marcate sînt ulterior. tratate cu 
UV, convertite în protoplasti si lizate pentru eliberarea acizilor nucleici. 
ADN-ul poate fi studiat direct, utilizindu-se gradiente de zaharozá alcaz: 
lină, pentru obținerea profilelor cu greutate moleculară echivalentă ! 
ADN-ului monocatenar, sau poate fi tratat cu endónucleaze: UV specifice,.: 
înainte de sedimentarea in zaharoză alcalină. Aceste enzime induc incizii 
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inonocatenare in: ADN, în apropierea dimerului, astfel încît. se poate apre- 
cia numărul de dimeri pirimidinici .neexcizati; pe bazai numărului: de:in- . 
cizii endonucleazice: (Game, 1983). Studierea ADN-ului: mareat eu 3Huracil 
este posibilă, deoarece ARN este degradat de alcalii in. fragmente, SONJ 
în, soluţie acidă (Reynolds, 1978)... 


În experimentele ce; urmăresc. evidentiere ea. exciziei se, VONT AM de: ia 
tulpini. de tip sălbatice si mutante. rad.. Tulpinile: respective sînt: incubate 
la întuneric, după tratamentul: cu UV. şi :se urmăreşte capacitatea, lor de 
a realiza incizii ADN, reflectind etapa iniţială a reparării prin:excizie sau 
pierderea :situsurilor. sensibile pentru; endonucleaza UV; reflectind. numă- 
rul.de dimeri rămaşi în ADN | după iincubare. Au fost studiate: prin acest 
“procedeu cel. puţin 12 mutante diferite, sensibile la; UV și rezultatele pot 
fi însumate după cum. urmează:: excizia dimerilor.pirimidinici se reali- 
zează în ADN nuclear la tulpinile-de tip sălbatic, dar;nu-in.ADN mito- 
condrial- (Prakash, 1977); alele mutante.. radi, rad2; rad3, rada şivrad10 
blochează” complet: etapa: iniţială a "reparării prin :excizie . (Reynolds. si 
Friedberg, 1981), in timp ce mutantele rad6, rad% şi-rad18, care aparţin 
unor, grupe epistatice diferite, sint eficiente în-exeizie, fapt constatat prin 
urmărirea pierderii 'situsurilor : sensibile -la endonucleaza, UV. “(Prakash, 
1977, Reynolds si Friedberg, 1981) ; mutatiile radi, rad14,.rad16; si.mms19, 
desi sint partial. defective în .excizie, sint. încadrate: în grupul epistatic. ce 
controlează excizia. Johnston: si) Nasmyth (1978) au identificat o genă:im- 
plicatá în- etapa finală a exciziei, gena cdc9, ce codifică pentru. ADN-ligazà. 
Wilcox și. Prakash- (1981) au utilizat „mutanta „cde9-1  defectivă în. ligazá, 
în combinaţie cu-diferite mutante rad, pentru, a evidentia etapa iniţială 
a exciziei.— etapa inciziei... Absența» activităţii ADN-ligazei împiedică 
„unirea capetelor :din monocatenele incizate: Astfel, au fost identificate 
numeroase. gene: implicate- in etapa: primar ă a inciziei şi două. gene „pentru 
ADN-ligazà, cdc9 si cdc8 (Prakash şi colab:, 1979). s 

Datele experimentale. demonstrează că mecanismul reparător prin. 
excizie nu este specific pentru un anumit tip: de leziuni. Astfel, leziunile 
produse de EMS, N-iperitá, for maldehidá, mitomicina C, agenti: de legare 
în cruce, 4- nitrochinolin-l oxid sînt reparate, de asemenea; d meca- 
nisme care implică îndepărtarea dimerilor de timină. : 

Boram si Roman (1976) au izolat o inutantă haploidă de S. cerevisiae 
Tüd8-3 — sensibilă la uibus eoi (0,019 — V/V) şi care sia 
'dovedit a fi sensibilă. şi Ja raze X şi la ultraviolete; Aceasta cosegregă: cu 
sensibilitatea la MMS, caun efect al unei singure gene. 

E Auerbac ch si colab. (977) au arătat! că formaldehida: determină - tup- 
türi în. una. din catenele ADN si legături încrucișate (cross-links) între 
ADN şi proteine. Magafia-Schwenche si Moustacchi (1980) au observat cà 
aproximativ 10—200% din ADN-ul total este legat încrucișat! cu proteinele 
în mod spontan, cantitatea fiind sporită prin fifa ela cu formaldehidă, 
iar îndepărtarea acestora se realizează în mod: progresiv . atît la celulele 
de. tip sălbatic cît și la:mutantele. defective. de excizie si la cele; sensibile 
la efectul letal .al formaldehidei, prin transferarea celulelor sau proto- 


plastilor tratati pe mediu nutritiv. Indepártarea legăturilor încrucișate din 
celulele defective de excizie (rad18- Ab pare întirziată cu aproximativ 
vore, dar are loc cu aceeaşi cinetică şi atinge același nivel ca. în celulele 
de tip: sălbatic. Wilkins 'şi MeLeod (1976), Magaña- -Schwencke si Ebert 
(1978), Magaia-Schwencke si Moustacchi : (1980) au. arătat 'cà rupturile 
15 — Biologia şi tehnologia drojdiilor — cd. 31 
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mohocaátenare induse de formaldehidà şi majoritatea leziunilor din ADN-ul 
celulelor. de tip sălbatic sint reparate în același: mod ca si cele din ADN-ul 
bacterian sau din celulele de mamifere.. 


Repararea prin. excizie se desfăşoară 1a întuneric SIT 'este "un proces 
mai complex, in care sint implicate mai multe.enzimel, care acționează 
după modelul „cut-pateh-cut-seal“ . (taie-adaugă-taie- lipește). Potrivit mo- 
delului: lui: Witkin (1969), prima etapă este reprezentată de recunoaşterea 
de către o endonuclează.a dimerilor pirimidinici care, prin hidroliza unei 
legături fosfodiesterice, produce o incizie la nivelul extremității 5 5^ a.dime- 
rului, antrenind si niucleotidele adiacente. Se apreciază că această etapă 
este o fază independentă: a procesului reparator, premergătoare eliminării 
dimerilor. În cazul iradierii cu radiaţii ionizante, nu este necesară sectio- 
narea ADN-ului, deoarece: iradierea. însăşi produce rupturi ale catenelor, 
etapele reparării decurgînd normal. În etapa următoare, intervine actiu- 
nea complexă a ADN-polimerazei I care printr-un proces de sinteză repa- 
ratorie:restaureazá: secventa. iniţială. Polimerizarea . catenei ADN de la 
capătul '3'OH al inciziei, în sensul 5^-—- 3” este specificată de informaţia 
genetică intactă a catenei-soră, care îndeplinește rolul de matrità. În para- 
lel cu procesul de sinteza; reparatoare, intervine o'exonuclează care catá- 
lizează clivarea monocatenei cu dimeni prin hidroliză progresivă:a legătu- 
rilor. fosfodiesterice. Activităţile .polimerazice și exonucleazice ` se: desfă- 
soará pînă în momentul în care extremitatea 3'OH a catenei in formare 
este. adiacentă: extremității 5 9'P. rezultată “prin acţiunea 'exonucleazicá. 
In: privinţa mărimii segmentului excizat, Setlow: și Carrier (1966) consi- 
deră cá majoritatea acestora: sînt sub formă de trinucleotide. Probabil că 
sînt excizate fragmente. mult mai mari care ulterior sînt fragmentate, prin 
intervenţia unor enzime celulare, in trinucleotide; : Howard-Flanders pre- 
supune.cá' imediat după excizia dimerilor, urmează: o: mărire: a- golului, 
astfel încît de la locul sectionárii sint eliminate pînă la: 1 000 nucleotide. 
Excizia necesită | energie, astfel. încât dacă ADN-ul este. introdus: într-un 
mediu fără glucoză, procesul se -opreşte.. Ultima etapă a reparării leziu- 
anilor constă în legarea-segmentului nou-sintetizat in catena: 'polinucleoti- 
dică cu ajutorul ADN-ligazei ATP dependentă, la fagi şi eucariote, şi NAD 
dependentă la bacterii. Această ultimă reacţie, dovedită | de Pattijohn - și 
Hanawald (1964), necesită: legarea zahărului şi a. fosfatului în. catena ruptă 
a ADN-ului bicatenar, prin apariţia unei legături fosfoesterice. În felul 
acesta, ADN-ligaza. care leagă covalent cele-două catene, cea veche si cea 
nou- sintetizată asigură, repararea completă si restaurează astfel structura 
si funcţiile, codificatoare ale macromoleculei de ADN. Weiss Sl. “Richardson 
(1967) au descris enzima polinucleotid-ligaza care catalizează această reac- 
die şi care devine activă numai prin adăugarea de Mg”: + si ATP. 


Repararea. rupturilor bicatenare. produse de raze M^ a fost demonstratà 
dei Resnick.si Martin (1976), Frankenberg-Schwager: Si colab.:(1980), folo- 
sind gradientul de zaharozá'prin care moleculele“ ADN sînt. separate, în 
funcţie de: mărimea lor. Luchnik si colab. (0977); 'Resnick: (1978) au arătat 
că repai area rupturilor dublu catenare necesită prezenţa simultană a două 
duplexe : ADN. Bird şi Manney (1974), Benathen şi Beam (1977) au adus 


1 Pinon si iLeney (1975), - Chang (1977), "Durnford: si: '"Champoüx (1978) au izolat, 
„din celulele de.drojdie, enzimele care intervin prin excizie. (două ADN-polimeraze, 
nucleaze desemnate I si II, o topoizomerazá si 4 endonucleaze). ADN-polimeraza Il 
“prezintă o activitate 'exonucleazică 3' — 5", capabilă să îndepărteze erorile. 
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argumente în sprijinul acestei. presupu-. 'plasmidă 
neri, repararea 1 apturilor dublucatenare „conținînd: 
fiind responsabile, între altele, de :crește- ADN de 
rea rezistenţei la raze X a celulelor ha- f drojdie 
ploide în timpul fazei Gs si de apariti? Y. 
refacerii leziunilor la diploizii aflaţi in E „două incizii. 


faza staţionară, iradiati cu raze X ce nu 
apare la haploizii ' din Gu (fig. 70 si^ ZI. 
Repararea leziunilor premutationale. 

Parry si Parry (1972) au arătat cá rever- 
siile la. prototrofie induse de UV, pentru: 
un numár de markeri nutritionali, eviden- 
tiazà că sistemele reparatorii asociate, cu 
LHR sînt. capabile de repararea. leziunilor 
premutaționale. Eckart şi colab. (1978), 
Ferguson si Cox (1980) au presupus că, 
unul din noile sisteme induse în condiții 
de menţinere în soluţii nenutritive este de 
tip error-prone. Se consideră 'că frecvenţa 
reversiei poate să scadă sau să, crească! 


după LHR, aceasta fiind dependentă dera- 


“transformare : 


pe CMT RS SIS m. rh aM I 
portul dintre repararea dimerilor error- : 

itp] EN 70. Repararea breselor du- 
free si repararea error-prone. ` .... blu.catenare........ 


4 


———— M 
fara . crossing- over : i crossing-over 


Fig. 71. Modelul: Teparárii rupturilor dublu-catenare, Formarea- 
breselor monocaternare (a) care sint transformate ulterior in brese 
dublu;caternare de endo- si exonucleaze (b). Capetele 5! si 3^ mo- 


nocaternare invadeazá duplexul omolog (c) si bresa dublucater nará :: 


este reparată-prin două runde de sinteze reparatorii (d). Se for-- 


aneazá, de asemenea şi două; heteroduplexuri asimetrice, unul la : 


E dreapta catenei invadatoare şi celălalt la stinga catenei ce iniţiază 
. a doua sinteză reparatorie. Apar astfel 2 jonctiuni Holliday, iar 
prin migrarea ramurii se formează 2 heteroduplexuri simetrice. - 
Jonetiunile sint rezolvate prin incizia catenelor, fie din interior 
(e), fie din exterior (f), rezultind două configurații : fără cros- 
sing-over (e) si cu crossing-over (f) Szostak si colab., (1983). 
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- Frecventa mutatiilor de reversie induse de UV pentru diversi markeri 
nutritionali; este mai mare la anumite mutante sensibile la UV, compara- 
tiv cu tulpinile de tip sălbatic (fig. 72 si 73). 


Analiza curbelor de reversie la pi -ototrófie ` in locusul. lys2- 1 tūlpi- 
nile deficiente in excizie rad2-20 evidentiazá activitatea reparatorie error- 
-free în-tulpinile de tip sălbatic. Ipoteza reparării. leziunilor ADN presu- 

pune că repararea. error-prone este sursa tuturor mutatiilor induse. Pe 
această bază este de aşteptat ca anumite tulpini. sensibile la mutageni să 
fie deficiente în mutageneza indusă şi toate tulpinile defective in muta- 
geneza indusá sá fie sensibile la mutagen. De exemplu, Leinontt (1977) 
a izolat mutante cu niveluri scăzute de Tnutageneză indusă (umr) dar care 
nu sînt sensibile la UV sau manifestă o slabă sensibilitate ; umr4 si umr 
„prezintă o rezistență asemănătoare tipului sălbatic. Aceste, Observaţii suge- 
„rează că etapele mutagenezei sînt independente de: reparare. 

Repararea leziunilor prerecombinationale. . Lawrence. şi Christensen 
(1976), Prakash si colab. (1979) au identificat. Ga treia cale: implicată . în 
repararea leziunilor produse de ultraviolete. printr-un mecanism de recom- 
binare: în care este implicată-o regiune necomplementară pentru o pereche 
“de baze care formează un heteroduplex — — treapta; intermediară a; meca= 
nismului molecular al recombinării genetice.. „Această regiune este. recu- 
noscută de enzima de reparaţie care. efectuează: excizia. unei catene ; ; prin- 
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Fig. 72. UV indue reversia:în y . Fig. 73. Curbele mutantelor pentru reversia lo- 
haploizii RAD de tip sălbatic cusului lys 2-1 indus de UV la tulpinile de HB 
$i rad 2-20 (deficienti in exci- .. , sălbatic RAD' si la'tulpinile! sensibile la UV rac 
zie). Celulele: în faza statio-. ... 1-L:şi-rad+ 1. Sensibilitatea la UV a tulpinii ri 
nará au fost iradiate cu. UV: este intermediară între RAD si. rad: 1-1, Tulpina 
si însămÂînțate pe. mediu se- RAD de tip: sălbatice dá: un număr. mai mare 
lectiv pentru a inregistra re- . „de „mutante: decât ‘fiecare dintre tulpinile sen- 
versia la lys 2 (Haynes şi sibile la UV,.'cu excepţia: dozelor foarte mici la 
' Kunz, 1981). care rad 1-1:dá mai multe: mutante decît RAD 
1n. bue i sau.radii Pantele initiale:alé. curbelor de ran- 
e : i dament: sint proporţionale cu: sensibilitatea mu- 


taţională a tulpinilor și acestea erau in raport 
; NT 335 5.5.:1 pentru mrad-1-Y: RAD: ri (Haynes 
$2) 4 ud Ag "* D» şi Kunz, 1981). : 
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tr-o sinteză limitată de ADN este resta- . - 
bilită complementatia, rezultind. un ho- 


moduplex,. care este fie mutant, fie de 
tip sălbatic, .depinzind de catena afec- 


tatá. Mutantele hipersensibile. la : MMS .. 
au. fost utilizate. pentru stabilirea ra- : 


portului dintre: conversia genei, si repa- 


ratea., ADN-ului. „Experiențele. de indu- 


cere a conver siei genice s si crossing-ove- 


rul cu UV, în tulpina, de. tip. sălbatic Dg, 


RAD şi într-o. tulpină derivată din D7, 


homozigotă pentru rad și deficientă: în. 


excizie, au evidenţiat că, la doze mici, 
curbele pentru RAD se înscriu sub cele 
ale mutantei rad52, poziţii care; reflectă 
evenimente reparatorii ale leziunilor 


prerecombinationale la drojdiile de tip.: 


sălbatic RAD (fig. 74). 


Declinul frecvenţei de recombinare. - 
interpretat, de 


la doze:mari a fost 
Eckart si Haynes (1977), pe baza" depen- 


FRECVENȚA TER. INDUSE 


S-a 


- =a 
[or 
[^ 


10° 10, [ME 
DOZA UVI Im? 


Fig. 74:"Recombinarea mitotică in- 


‘dusă de UV în tulpinile de tip sál- 


batic RAD: şi'în diploizii rad 3-2. 
Crossing- overul şi. conversia. genei 


“au fost determinate după ‘metoda 
Juj Zimmermann Si 
'Celulele diploide în faza. staţionară 


colab. (1975). 


au fost iradiate în suspensie şi însă- . 
mînţate pe. medii minimale, selec- 


dentei stocastice dintre letalitate- Si re- 
combinare. În doze mari: probabilitatea 09 = conversia mitotică a genei 
supravieţuirii clonelor recombinante ` grei in şi Ame 1981). 

este mai mică decit a celor. nerecombi= 

nante. Parry işi Cox: (1968). apreciază că efectul LHR: asupra obiit nouit 
indusă de UV -este mai complex decit asupra: letalităţii si mutagenezel. 

Eckart -şi colab; (1978), Ferguson-si Cox. (1980), Haynes si: Kutiz: (1981) aw 
constatat: cá. LHR- reduce: frecventa crossing-overului- mitotic şi creste. 
frecvența: conversiei-genei. Se pare-că procentul crescut de revertanti este: 
mai curînd consecinţa - proceselor-reparatorii decit un efect compensator 
datorat. pierderii - leziunilor. prerecombinaţionale. Spre deosebire de con- 
versia genei,  desávirsirea crossing-overului necesită pârcurgerea fazelor S. 
SE Go, Esposito si Wagstoff (1981) apreciază că menţinerea prelungită. in. 
G nu numai că reduce: numărul de leziuni prerecombinationale, care 
pot. deter mina crossimg-overul. dar : asigură și disocierea oricărei struc- 
turi Holliday. Se. consideră! că .recombinarea: mitotică este rezultatul re- 
Parării 'recombinagenice.. Kern -si Zimmermann (1978), Fabre si Roman: 
(1979), Game și colab. (1979), Prakash -ṣi colab. (1980): consideră că o: 
acumulare tr anzitorie- de. rupturi catenare conduc la recombinare, dar nu. 
s-a stabilit dacă aceste rupturi provoacă recombinare independent. de re-: 
Parare. sau. dacă. intervine procesul -de :reparare-prin recombinare. Nu se 
poate afirma cu certitudine dacă recombinarea reprezintă "un. proces: 


reparator - sau. dacă unele tipuri de reparare sint recombinationale (Cox, t1 
1978 ; .Haynes si Kunz, 1981). in mod paradoxal, cele două mecanisme. 
care determină modificarea. informaţiei genetice, mutatia și. recombina-. 
rea, induse își au originea . într-un . proces -de reparare . error-prone -şi. 
recombinationalà. a leziunilor spontane.. Această concluzie. a. fost stabilită 
Pe baza, observaţiei. că frecvenţa recombinării spontane. ; a crescut în: - 


11 mutante (din. cele. 17.analizate) deficiente în reparare şi în toate cele. 
[i mutante capabile de reparare. 


tiv (OR. -—— crossing-over "mitotic ; H 
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“Sistemul SOS se bazează pe supresia endonucleazei si “modificarea 
concomitentă a activităţii polinucleazice în blocarea furcii de replicare în 
situsul dimerului pirimidinic. Nu se cunoaşte dacă la' drojdii are loc sin- 
teza transdimerică sau 'dacă mutatiile UV apar în. timpul reparării” "prin 
excizie. Absența din celula de' drojdie a timidinkinazei, enzimă 'care per- 
mite marcarea radioactivă. specifică” a ADN, şi a unor cercetări 'aprofun- 
date asupra enzimelor care intervin în sinteză sj metabolizarea ADN, sint 
cauze ale insuficientei cunoașteri a unor aspecte ale mecanismelor mole- 
culare de reparare. i 

: În ultimii ani, in experienţele de studiere a mecanismelor. de reparare 
a ADN-ului de la drojdii, Brendel si Haynes (1972), Wickner (1974), Little 
şi Haynes (1979) au folosit, mutante şi/sau auxotrofe pentru. nucleotidele 
dTMP. 


4 TD INHIBAREA PROCESULUI DE REPARARE 


“Stoparea eaktide procesului. veparatori poate fi realizată pe “două 
căi : prin, acțiunea directă asupra genelor care controlează sinteza enzime- 
lor reparatorii ; prin acţiunea. asupra. sistemelor de reparare, asupra pro- 
dușilor. genelor, blocindu-le activitatea. Acţiunea asupra genelor 'sisteme- 
lor de reparare se realizează prin iradierea celulelor respective sau prin 
tratarea lor cu substanţe chimice mutagene.:O serie de mutante ale genei 
sistemului. her- de la E. coli constituie; argumente pentru acest mod de: 
inhibarea procesului reparator. 


A] doilea mod de stopare a reacţiilor” de 'reparaze se obţine prin tra- 
tărea celulelor iradiate cu cafeină și acriflavină. Clarke (1968) a'arătat cá 
o'concentratie de 0,5 mg/ml cafeină acționează | ca '.un! antímutagen in 
celulele de:S.. pombe, iradiate. cu doze joase de ultraviolete, pentru ca în 
concentraţii: mai mari (59/5) să se observe tendinţe comutagene. Loprieno' 
si^ Schupbach (1971) au arătat cá in. prezenta cafeinei:se reduce drastic 
frecvenţa mutaţiilor induse de: ultraviolete si nitrozoguanidină în locusu-: 
rile ade6 şi 'ade7. 1n acelaşi timp au observat o reducere a frecvenţei re- 
combinării intragenice. Loprieno. si Guglielminetti au arătat că frecventa 
mutantelor în: locusurile ade6 si ade, atit de.la tulpina sălbatică cit si din 
liniile uvsl, iradiate cu'UV, s-a redus'prin introducerea în mediul de cul- 
tură a cafeinei. Într-un studiu amplu referitor“ la interacțiunea 'cafeinei 
cu UV, razele: X; NG, EMS, în care a:folosit 11 tulpini: haploide si 6 di- 
ploide. de: S. cerevisiae; Lopes (1971): a observat un răspuns diferențiat nu 
numai de lao tulpină la alta, ci:si de la un experiment la altul. De exem- 
plu, prin.iradierea celulelor.cu UV in doză de 900-ergi/mm? si insáminta- 
rea. pé: mediu complet, care conţinea si cafeiná în diferite concentrații (0,1 : 
0,15;; 0,20), “Lopes: a observat cá unele subculturi au. manifestat. uneori, 
ráspuns sinergic; în timp ce altele, un efect antagonic la tratamentul com-: 
binat, acesta fiind mai pronunţat la concentrațiile de.0,1 şi 0, 1597. cR | 
Prin tratarea. celulelor -diploide.. ca. ade6/ade6,. exade6/ade6 .si va adoe6/ 
ade6 cu NG (100. ug şi 150. ug) și .cafeină. în concentraţie . de 1-10-3M, 
3-10-5M, si 5:10—M, Anghel si Vassu (1982) au observat un efect anta- 
gonic, “gradul acestuia fiind diferit de la o tulpină la alta. 


“Paralel cu' elucidarea mecanismelor de reparare a leziunilor produse | 
în materialul genetic de numerosi factori fizici si chimici a fost demonstrat 
rolul dé protecţie sau reparator pe care îl au unele: substanţe chimice. 
S-a demonstrat cá unii compuşi organici cáre contin gruparea -SH (cis- 
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tina, cisteina, tioglicolul,: glutationul, :cistamina, mexamina): au un:efect 
de protectie. Greenberg si Morrison (1961) au constatat, că diferiți amino- 
acizi sau acidul ascorbic anulează: efectul letal.al NG. I-cisteina inhibă 
acţiunea mutagenă a NG :(Mizrabi şi Emmelot, 1967) sau are un. efect pró- 
tector asupra: celulelor, de S.. pombe tratate. cu  N-nitroso-N-metil-uretan 
(Loprieno, 1864): Compararea eficienţei actiunii protectoare a compușilor 
studiati arată că ordinea eficienței lor este următoarea :: mezamina, cis- 
tamina si cistina. Folosirea unor concentraţii mai ridicate. de cisteină (0,03 
si 0,05M) a asigurat şi o anumită protecţie a tulpinilor iradiate. Creşterea 
concentraţiei. cisteinei mai mult. de 0,05M. nu a intensificat acțiunea pro+ 
tectoare in. cazul: tulpinilor studiate. Loprieno: presupune: cá efectul de 
protecţie al aminoacizilor cu sulf se exercită prin: blocarea formării: diazo- 
metanului care, in mod normal, rezultă din transformarea în: vivo'.a N= 
nitroso-N- metiluretanului sau.se combină cu diazometanul, În.cazul-utili- 
Zării . radiațiilor, se. presupune că: acțiunea: de: protectie "à compusilor 
"organici care contin gruparea -SH ‘se manifestă prin două modalități: 

— gruparea -SH fixează radicalii liberi Ht şi OH” formali sub actiu- 
nea radiațiilor; 

— compusii care-conțin gr uparea . SH interacționează” ineat cu bio- 
moleculele avariate.. : 

Protecţia. celulelor.. de drojdie A de radiaţii, depinde. de. genotip, - iar 
eficacitatea substanţelor, protectoare este mai. mare la celulele capabile de 
reparaţie, în. comparaţie cu mutantele sensibile. la radiaţii . si cu deficiente . 
în sistemul de reparaţie. Se presupune că există un mecanism de acţiune 
a radioprotectorilor ce . asigură funcţionarea sistemului reparator; c care 
presupune înglobarea . radicalilor activi, rezultați. in radioliza;; apei, prin 
diminuarea presiunii parţiale | a Os si formarea. disulfitilor micşti.. Aceste 
procese fizico-chimice determină, probabil, reducerea procesului. de. for- 
mare a dimerilor pirimidinici. S-a sugerat o posibilă legătură între. efica- 
citatea mecanismului, „de protecţie. şi “capacitatea reducerii după iradiere. 
La drojdiile. diploide, s-a observat un fenomen de protecţie, suplimentară 
la efectul anoxiei, în mediul. minimal. În perioada. cuprinsă între iradiere 
şi prima. diviziune celulară, leziunile se pot. repara chiar într-un mediu 
nutritiv (Petin și Matrenina, 1979). Se presupune că mecanismul protec- 
tiei faţă. de radiaţii. poate fi cârelat cu activitatea. specifică a proceselor de 
reducere, cu însăși protecția sistemelor de reparație. 


er " MUTAGENEZA SI REPARAREA IN GENOMUL 
MITOCONDRIAL 


Diferenţele semnificative dintre genomul mitocondrial si cel nuclear, 
în privinţa structurii, replicárii si reparării, au condus 1a ideea existenței 
anumitor diferenţe în desfășurarea proceselor mutagene. Deşi se consideră 
că răspunsul genelor mitocondriale si nucleare la mutageni'este din punct 
de vedere calitativ similar, cel puţin în cazul mutatiilor punctiforme, dele- 
țiile şi aranjamentele responsabile de aparitia mutantelor p^ (petite supre- 
sive), sînt. aspecifice genomului mitocondrial, genomul, nuclear suferind 
foarte rar mutații de acest tip (Bors si colab., 1977). 


Proprietăţile mutantėlor mitocondriale descrise de Motistăcelit s si 
colab. (1975, 1976), Johnston (1979), Foury. și Goffeau (1979) confirmă 
faptul că anumite gene responsabile de mutagenezá spontană şi indusă 
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Sint-specifice genomului mitocondrial. Astfel, Moustacchi şi. colab. (1975 
au izolat cinci mutante uvs care nu. sînt mai sensibile la UV decit tipul 
sălbatic, dar sint mai sensibile în privința inducerii mutantelor” petite: 
Trei dintre aceste tulpini prezentau o mutație nucleară, dar celelalte două 
au dat un raport de segregare nemendelian pentru mutatiile us py iar 
descendenţii. p° (petite neutre) au pierdut complet mutatia uus p. Asemă- 
„nător acestor mutatii s-a dovedit: că diferite mutații rad influenţează in- 
ducerea: mutantelor petite cu ultraviolete : (Moustacchi, 1971). “Dimerii 
pirimidinici din. ADN mitocondrial pot fi fotoreactivati, dar nu: pot fi în- 
depártati prin excizie. (Moustacchi, 1975; Prakash,: 1975). si “determină 
adesea degradarea extensivă a ADN-ului. (Hixon: și  Moustacchi, 1978). 
Deoarece numărul:de mutații petite induse de UV poate fi redus în. urmă 
păstrării. culturii mutagenizate la întuneric, s-a' presupus. existenţă unor 
procese enzimatice, diferite: de: excizie, dependenta: probabil 'de recombi- 
nare; “care: acționează asupra "ADN-ului mitocondrial “alterat (Waters si 
Moustacchi, 1975). 0 1 n ! [18 
"Johnston (1979)'a izolat 14^mutante, ce prezentau mutații diferite in 
: două gene nucleare; ce au sporit frecvenţa mutantelor spontane rezistente 
la'eritromicinà, 'oligomicină. şi spiramicină de 300 'ori. S-a stabilit cá in- 
fluenta relativă a genelor: mutator variază cu tipul de ântibiotic folosit: 
Deoarece ^mutatiile de: rezistenţă la antibiotice “sau là metale grele. (Ni, 
Cd, Có, Cu) prezintă în “special origine. mitoconărială, s-a presupus că 
mutatorii măresc frecvenţa mutàtiilor spontáne punctiform& din genomul 
mitocondrial. ^^ | rug. ww Tire : WM I 
Deşi inițial s-a considerat cá genomul mitocondrial si nuclear rás- 
pund diferit'la mutageni, în ultimii ani s-a constatat că incubarea celu- 
lelor de drojdii, în prezența unor concentraţii mari de ioni de mangan, 
determină o replicare greşită atit a ADNmt; cit şi a celui nuclear. Putra- 
ment si colab. (1973, 1977) au identificat în urma tratamentului cu acest 
mütagen:o serie de mutante mitocondriale rezistente la eritromicină si 
elorâmfenicol, precum și mutante, petite. Cercetările ulterioare (Egehárt 
și Putrament, 1978) au arătat, însă, că acest mutagen induce mutații de 


rezistenţă la antibiotice si în genele nucleare, demonstrind faptul că ionii 


de mangan au efect mutagen si asupra: nucleului. r 

In același timp, unii mutageni, cum sint UV, MMS, NA, NG. consi- 
derati ca actionind exclusiv asupra genomului nuclear, si-au dovedit capa- 
citatea de a induce mutatii punctiforme si in genele mitocondriale (Pola- 
sowsk şi Putrament, 1979 ; Baranowska şi- Putrament, 1979). S-a observat 
că UV induc mutații nucleare și, mitocondriale cu aceeaşi frecvență. in 
timp ce alti mutageni (MMS, NA, NG ş.a.) induc mutații mitocondriale 
numai la doze mari (là o letalitate mai mare de 90%/). 

' In-ciuda-ráspunsului. similar: din- punet de vedere calitativ là Acesti 
mutageni, geñomul mitocondrial este “mai puternic modificat cantitativ! 
chiar de UV... Este interesant de“ stabilit dacă inducerea: mutaţiilor: în 
ADNmt. cu acest mutagen este dependentă de funcţionarea: genelor RADS 
si REV3 (Lawrence, 1982). ig^ "wr le dero: CURIERI ash «D 
- Deşi mutagenii prezentaţi anterior au efect àsuprà genomilui mito- 
condrial, cit și nuclear, Barclay-si Little (1978) au observăt că anumite 
condiţii mutagenice pot determina exclusiv apariția de mutante mitocon- 
driale.- Astfel, incubarea auxotrofilor pentru dTMP, ce poartă: alela tmpl-6, 
în-medii fără timidin-monofosfat; duce là apariţia cu o frecvenţă mai mare 
decit normal a mutantelor de rezistenţă: la antibiotice (eritromicină) si à 
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mutantelor petite, iar prelungirea perioadei de incubare determină apa- 
ritia. mutantelor p°. În același timp, testele de reversie realizate: eu: mu- 
tante nucleare (401-92, hísl-7, trp9, lys1) nu au dat nici un răspuns la 
acest tratament. i Í rari fartis i "omini 


.2.1.1.. MUTANTELE PETITE 

.Mutantele petite, unul dintre cele-mai cunoscute exemple de eredi- 
tate extranucleară, au fost descrise pentru prima dată in' 1949 de Ephrussi 
și colab. Fenotipic, mutantele cu deficiente respiratorii (petite), indiferent. : 
de natura lor, nucleară sau citoplasmatică, se: prezintă sub forma unor 
colonii mici, motiv pentru care s-a generalizat termenul de petite. . 

Mutantele. petite áu reprezentat subiectul a numeroase cercetări de 
geneticá.si biochimie si a unor studii de sinteză (Nagai şi colab., 1961 ; 
Nagley si colab., 1977 ; Locker si colab., 1979 ; Bernardi; 1979 ; Whittaker, 
1979 ; Dujon, 1981 ; Wilkie, 1983 ; Evans, 1983 s.a.). Interesul major. care 
se manifestàá.si în prezent se motivează prin existenţa încă a unor aspecte 
insuficient. elucidate cum sînt: natura . modificării mutationale, :mecanis- 
mele de apariţie şi stabilizare într-o populaţie celulară, dar si prin impor- 
tanta mutantelor petite pentru ‘studiile de :biologie celulară si moleculară, 
genetică, biochimie; Mutantele petite facilitează cartarea genelor mitocon- 
driale şi au-servit ca surse de ADN clonat pentru studii: de secventiere a 
genelor. . Clonele .genice- petite: foarte bine “caracterizate: pot fi folos'te. 
pentru studiul organizării genomului mitocondrial de la alte. specii: de 
drojdii, ca şi la specii mai. îndepărtate filetic. Studiul mutantelor petite. 
maj poate oferi încă multe elemente: privind replicarea 'şi recombinarea 
ADN mt SAT d i 


Se cunosc mai multe tipuri de mutante petite, care se deosebesc ín 
privința modului lor de moştenire : mutante. petite neutre (9%), mutante 
petite supresive (p”] si mutante petite ségregante. Mutantele petite neutre 
și supresive rezultă prin modificarea unui factor genetic citoplasmatic 
notat cu p (rho), iar mutantele petite segregante rezultă prin mutatia unei 
Lene nucleare şi se mostenesc mendelian. 2d tari 

. Mutantele petite prezintă următoarele trăsături comune: mutatia 
este ireversibilă ; segregă in F} si într-un raport nemendelian ; sînt inca- . 
pabile să respire sau ‘nivelul respirației este foarte scăzut ; are loc pier- 
derea simultană a mai multor enzime mitocondriale respiratorii : cito- 
romii, a, q5. 'b, L-lactat-fericiamidreductaza, coenzima I-citocromie-re- 
ductaza; x-glicerolfosfat-dehidrogenaza, succindehidrogenaza (Sherman si 
Slonimski, 1964), În acelaşi timp s-au constatat: reducerea activităţii 
L(--)-lactat-dehidrogenazei, cresterea D(4-)-lactat dehidrogenazei (Roodyn 
$i Wilkie; :1964): si absenţa activităţii indofenoloxidazei. În celulele mu- 
tante: conținutul. de malic-dehidrogenazà legată de coenzimă este mai 


` 
DE 


scăzut, în timp ee citocromul-c, alcool-dehidrogenaza si alte enzime uşor . 
*olubile din ciclul acizilor tricarboxilici se află în cantităţi superioare celor. 

din celulele normale, Incapacitatea mutantelor de a realiza sinteza prote- 
Inelor pe ribozomi -mitocondriali (componentele lanţului respirator si ale 
complexului ATP-ază) codificate de ADNmt se datorește alterárii ADNmt. 
Se, consideră. că: proteinele mitocondriale prezente în mutantele p7 sînt 
sintetizate pe ribozomi .citoplasmatici sub controlul: genelor nucleare. și 
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importante in. mitocondrii. Între acestea sint incluse proteinele membra- 
nei externe, numeroase enzime ale matrixului (ca de pildă enzimele ciclu- 
lui. acidului citric), aproape toate. proteinele ribozomilor mitocondriali, 
multe dintre proteinele membranei interne, mai multe subunități. ale 
complexelor ATP-ază si lanţului respirator (ca, de exemplu, 4 subunități 
ale citocrom-oxidazei, citocromul-cl,, citocromul-c ş.a.). Desi nu se 
 cunoaste cu precizie originea mesajului genetic implicat direct in sinteza 
` proteinelor mitocondriale (gene mitocondriale sau nucleare), se apreciază 
că între citoplasmă si mitocondrii nu are loc nici-un fel de schimb de mo- 
lecule ARN. Toate speciile de ARN prezente în mitocondrii- sînt trans- 
" criplii ale genomului: mitocondrial, iar ribozomii - mitocondriali sinteti- 
zează numai proteine codificate. de genele mitocondriale, in timp ce 
. ribozomii citoplasmatici sintetizează numai "proteine codificate: de gens 

nucleare, Deși. sînt lipsite de funcţii respiratorii mitocondriale;:mutantele 
petite contin mitocondrii, acestea fiind expresia genelor: nucleare. şi cito- 
plasmatice încă funcţionale. . 


'Deficienta respiratorie a mutantelor petite se Wi toréqs în egală má- 
'sură. alterării” structurii și funcţiilor mitocondriale. Profilele: mitocon- 
' driale, observate la microscopul electronic, in'celulele mutante petite 
: sint in majoritate de dimensiuni mici, sferice sau uşor 'alungite.- -Ocaziona) 
pot fi observate forme filamentoase. Modificarea majoră din aceste mito- 

condrii este pierderea icristelor concomitent cu absenţa” subunităţilor pro- 
teice din. membrana internă specificate de genomul .mitocondrial. Spre 
deosebire de celulele:de tip sălbatic, distribuţia mitocondriilor-in celulele 
petite (p^) este neregulată: Ele tind să formeze agregate în anumite regi- 
uni şi sînt absente în'altele.: Numărul de. mitocondrii per: celulă petite 
observ at pe secţiuni seriate este variabil (6—22). . | 


ET 1.1.1. INDUCEREA MUTANTELOR. PETITE 


"Transtokmatea. celulelor de. „tip sălbatic CH d; în mutante AES ( "n y: se 
produce spontan cu o frecvență mare (1—20 şi chiar mai mare) şi pot fi 
induse experimental cu o extrem de mare eficienţă de un. număr impre- 
sionant de agenți fizicişi chimici. ... 

Culturile «de celule, in special cele haploide, . sint instabile.si: con- 


tin un număr mare de mutante petite chiar : Şi in. condiţii normale de 
cultură, 


. Colorantii din Érupa acridinei (acriflavina, eutlaviha: iii bromura 
de etidiu, NG, metalele grele cum sint cuprul, -nichelul,: cobaltul, mag- 
- neziu :Sub formă de: cloruri sau sulfați, violetul -cristal, verdele briant, 
5-fluorouracilul, azida de sodiu s-au dovedit a fi agenti mutageni foarte 
activi ;. in; unele cazuri s-a observat transformarea intregii populaţii de 
celule normale într-o. populație mutantă ; ultravioletele. şi temperatura 
scăzută.sau ridicată (38... 40°C) induc cu o frecvenţă ridicată. (10—1009/5) 
mutante petite. Infometarea sau eliminarea acizilor graşi nesaturaţi şi a 
ATP-ului intramitocondrial, inhibitorii sintezei proteinelor, facilitează 
apariţia mutantelor. Mahler şi colab. (1974, 1975) au distins mai multe 
etape ale mecanismului molecular de acţiune a bromurii de etidiu. În pri- 
mul rind, ca rezultat al legárii bromurii de etidiu de: ADNmt (posibil 0 
legătură covalentă), are loc o mpm a ADNmt, corespunzind probabil 
fragmentării moleculelor de ADNmt. p + preexistent.ce duce la-formarea 
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mutantelor p^. Îi această etapă celulele sint într-o stare reversibilă. În 
timpul etapelor ulterioare, dependente energetic, se produce încă o frag- 
mentare cu eliberare finală: de bromură de: etidium si nucleotide libere. 
Acest proces duce la formarea de mutante. p°. Mutantele 2” rezultă prin 
tratamentul prelungit cu: bromură de: etidium care cauzează eliminarea 
tuturor moleculelor de ADNmt (Nagley şi Linnane 1972). Dacă 'bromura de 
etidiu: este eliminată înaintea asigurării unei 'surse: de energie, pot fi 
formate mutante p^. S-au testat diferite tratamente: care să -moduleze 
inducerea mutantelor - 9^ de .cătra. bromura de etidium. Dintre- acestea, 
acţiunea unor inhibitori sugerează un anumit.rol al ATP-azei mitocon- 
driale în sistemul de reparare a leziunilor. ADNmt. În situaţia în 'care 
ADNmt implică recombinarea, poate rezulta cu o frecvenţă ridicată o 
scrie de secvenţe adevărate sau. quasi-omoloaze răspindite în genomul 
mitocondrial prin fenomenul de recombinare. nelegitimă, dar cu speci- 
licitate de situs de tip Campbell, pe care multi cercetători il consideră 
o etapă esenţială în formarea mutantelor petite (Piperno şi colba., 1972 ; 
Prunneli, şi Bernardi, 1974). Clark-Walker. si Miklos (1974) Paoletti si 
colab. (1972) au evidenţiat o activitate a DN-azei mitocondriale, stimu- 
lată de prezenţa bromurii de etidium. Mahler (1973), Nagley si. Mattick 
(1977) au investigat modul de. acţiune a altor inductori ai.mutantelor .£7, 
ca de pildă beronilul şi diferite acridine. Spre deosebire de bromura de 
etidium, beronilul nu se intercalează in ADNmt. Toate acridinele testate 
induc numai mutante: p~ în condiții de creştere, cu condiţia ca. o: sursă 
de energie să fie disponibilă. S-a descoperit că diferite mutații nucleare 
şi mitocondriale indică funcţii necesare menţinerii stării e^. De exemplu, 
unele mutante pet— si o serie de mutante nucleare dependente de tempa- 
ratură (cde, tsp, tpi) determină acumularea rapidă a mutantelor „pla 
temperatura restrictivă. Handwerker şi colab. (1973), Bandlow. (1977). av 
observat că'o mutantă mitocondrială (tsm8) acumulează de asemenea 
mutante g^, cînd creșterea are loc la temperatură ridicată. S-a testat 
efectul combinat al unor substanţe chimice mutagene și s-a constatat că, 
prin combinarea diferitilor inductori, din care unul in concentraţie care 
nu produce mutante petite, rezultatele sînt dependente de partenerii com- 
binatiei. De exemplu, prin adăugarea de 2,4-dinitrofenol şi azidă de sodiu 
la p-nitrofenol, are loc creşterea procentului de mutante petite induse nu- 
mai de: p-nitrofenol, în timp ce p-cloromercuribenzoatul, florida de sodiu, 
monoiodoacetatul' descrese producţia de mutante petite (Yanagishima, 
1957). În acelaşi timp; s-au descoperit diferite interacțiuni antagonice 
între diferite substanțe și inductorii mutantelor petite. Astfel, Slonimski 
$i Robinchon-Szulmajster (1957) au arătat că anumite: componente ale 
acizilor nucleici, ca adenina sau guanina, folosite separat sau combinate 
Și factorul E (derivat din eritroză) contracarează efectul acriflavinei, iar 
cofactorul T' (derivat al treozei) o stimulează. Nagai și Nagai (1958). au 
observat cá adenina si guanina contracarează efectul cafeinei, iar Sarachek 
şi Fowler (1959) au arătat că aminoacizii care conţin sulf, ca cisteina, 
homocisteina, metionina, reduc. frecvenţa mutantelor petite. induse de 
alilglicină.. Deoarece ADNmt din mutantele p7 nu se exprimă într-un 
Produs funcţional, se consideră că orice. mutație trebuie să fie absolut 
neutră faţă de celulă, iar secvențele ADNmt trebuie să fie totalmente 
libere să formeze mutații atit timp cit se pot replica — o situatie destul 
de tar întilnită în natură. | 
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. 2.7.1.2. IDENTIFICAREA. .MUTANTELOR PETITE | 


‘Coloniile. petite pot: fi. aitia si i deosebite: de: cu "e (ĉu 
capacitate respiratorie) folosind: mai multe criterii. Celulele petite culti- 
vate pe medii standard agarizate: ce contin glucoza ca sursă de energie 
sint capabile. să crească şi să: formeze colonii: nuimai atât timp cât glueoza 
este disponibilă și. produce ATP prin & glicoliză. Cind glucoza din mediü este 
consumată coloniile. normale continuă să crească datorită activităţii rés- 
piratorii. Ca urmare 'coloniile sint mult mai mici. decît cele: normale: 
Dimensiunea mai mică a coloniilor petite se datorește ratei de diviziune 
şi creştere mai mică a celulelor care formează coloniile î în condiţii aerobe; . 
datorită deficienţelor respiratorii. 
“Datorită incapacității de- utilizare a oxigenului, diferenţele între cólo- 
niile normale si cóloniile petite pot fi evidentiate numai in condiţii aer 'obe: 


In: condiţii : de anaerobioză; coloniile mutante și cele" “normale prezintă 
aceeași rată 'de creştere. 


"Studiul: comparativ al spectr elor. de absorbție şi colorarea Mire Aaaa 
a: coloniilor”! petite si normale oferă, de asemenea, informaţii. Spectrele 
de absorbţie ale mutantelor petite nu au benzile ce corespund enzimelor 
ce nu sînt sintetizate. Clorura de trifeniltetrăzoliu colorează. coloniile. nor- 
male’ (grande) î în roșu; în timp ce coloniile petite rămîn incolore, 


-° Mutantele petite pot fi identificate şi pe baza creşterii diferenţiate. 
Prin însămînțarea unei, populaţii de celule pe mediu. care conţine solu- 
iie de sulfat de cobalt 2 mM. are loc dezvoltarea coloniilor de tip sălbatic 
şi inhibarea, creşterii mutantelor. petite (Horn. si. Willie, 1966). Sursele 
de carbon care pot fi. folosite numai “prin. 'degradare, oxidativă nu între- 
tin creşterea mutantelor. petite. Prin transferarea unei culturi pe. mediu 
nefermentabil in care glucoza. a. fost înlocùită..cu glicerol, acetat, lactat, 
. succinat; etanol sau intermediari ai ciclului acizilor tricarboxilici ea sin- 
gure surse de carbon si energie, celulele, petite nu, sint: «capabile să crească 
spre deosebire de, celulele normale, care. $7 metaboliza aceste substanţe 
prin respiraţie, | - 

. .;Mutantele | petite: s-au: identificat și. um alte specii. Acre  dirojdii (Schi- 
zosaccharomyces pone, Kluyveromyces: lactis, Hansenula- wingei, Can- 
dida slooffii). Astfel, din stomacul. unor mamifere: a-fost. izolată o. mutantá 
cu deficiență respiratorie. ce. aparține speciei Candida; „slooffii:: Clark- 
Walker si colab. au: constatat. că:-trei mutante. diferite. izolate de la: C. 
slooffii contin ADNmi circular :cu diferite densități de; :plutire: şi :con- 
tururi ale lungimii Asemănător cu genomurile mutantelor petite de la 
S. cerevisiae. Deoarece ADNmt de la aceste. forme petite; de. C..sloofiii 
poate fi aparent eliminat prin tratament cu euflavina, fără să afecteze 
viabilitatea celulei (Arthur si colab., 1978), 'se presupune că. aceste tul: 
jen contin si continuă să se replice-un ADN pi date pegoiste. 


ud 4. 133. MUTANTELE PETITE-SUPRESIVE 


"Mutantele- petite supresive reprezintă (e fractie ce rezultă. din. în- 
erucisarea jn masă a tulpinilor haploide- “normale (p* 7s tulpini: mu 
tahte petite: (p”), în “care factorul-citopla$matie: g^ este înlocuit- saù 
supresat.de un factor defectiv prezent in celulele‘ petite.: Factorul su- 


presat nu. devine expresiv imediat. ce se: formează zigotul 2n, astfel cá 
sinteza si funcţiile enzimelor respiratorii continuă un. anumit timp după 
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imprechere; iar factorul:supiesiv nu interferá cu expresia factorului nor- 
mal, ci: :cu replica sa (Mortimer şi Hawthorne, 1969). Restul hibrizilor 
diploizi :sînt alcătuiți din: celule -p*, din care unele' au moștenit marke- 
rii genitorului p7,. integrați în genomul  p* prin recombinare si înlo- 
cuind markerii corespunzători genitorului ptc ' A) pad 
Datorită -organizării ADNmt este posibil ca mutantele $^ să deter- 
mine rezultate diferite în încrucișările cu tulpini parentale p XExtra- 
polarea situatiei observate in cazul încrucișărilor . pt x e*, în urma că- 
„rora o anumită fractie “a coloanelor. zigotice, în general limitată, conţine 
numai genotipul unui genitor si la incrucisárile gr X p^, „se consideră . 
că numai o. proporţie relativ mică a: clonelor zigotice este în totalitate 
alcătuită din celule. p= In: consecinţă, se apreciază. cá fiecare mutantă 
e prezintă o: supresivitate zigotică 'scăzută sau moderată. Întrucît mu- 
tantele; p^: conțin‘ tot atit ADNmt ca și tulpinile” p*'^si mult mai multe 
copii ale secventelor' conservate, segregarea întîmplătoare a moleculelor 
de: ADNmt are drept consecinţă că cel puţin jumătate din descendenții 
încrucișării. standard! e* xop? sînt alcătuiți din celule P" (proporția fi- 
nalá a celulelor.:p” .mü poate fi stabilità cu precizie deoarece nu există 
condiţii de: creștere .care să dea posibilitatea “selectării celulelor D. 
Deoarece. împerecherea intimplátoare dintre. secvența“ conservată `a 
ADNmt a mutantelor p^ Si secvenţa corespunzătoare a ADNmt - p*: este 
limitatà ide cátre disponibilitatea secventelor p*,. frecvența. recombinan- 
tilor p+ „Care poartă markerii genetici ai tulpinii p7 .este, de asemenea, 
limitată. În plus, ea trebuie să crească proporţional cu factorul de am- 
plificare.al secventei conservate. =% v ^ TU | 

. 1 Gradul: supresivitàtii (proporţia de. clone zigotice alcătuite in între- 
gime. din  celule:.g7). este caracteristic peniru:o. anumită mutantă p- si 
variază între .0, in-cazul.clonelor petite neutre, pînă: la aproape. 100, la 
clonele petite cu supresivitate ridicată. .. | : 

Gradul intermediar de" supresivitate evidenţiază, probabil, faptul că 
factorul idefectiv domină pe cel normal într-o proporţie intermediară de 
zigoţi.. .. H: tolha) fu PM IMS UR 4 ï 
Pentru explicarea supresivitátii s-au formulat mai multe ipoteze : 

 — replicarea preferentialà a moleculelor de ADNmt p^; 

_— recombinarea pârticulară între moleculele de ADNmt p* si p^, 
ce conduce la distrugerea genetică sau chiar fizică a ADNmt. e^ (Coen 
3i.colab.,. 1970 ; Slonimski și Lazowska, 1977; Dujon, .1981). 

“Carnevali: si colab, (1969), Rank (1970) au sugerat că genomul mito- 
condrial:al' mutantelor petite supresive posedă un avantaj replicativ faţă 
de genomul de tip”sălbatic, iar. Michaelis şi: colab. (1973), Slonimski Şi 
„ Lazowska (1977) consideră că genomul mutantelor supresive a distrus ge- 
nomul de tip sălbatic prin recombinarea cu el. Gingold (1981): a dovedit 
că, spre. deosebire:de ce se aştepta potrivit ipotezei recombinării, clonele 
2n petite'rezültate din încrucișarea unei mutante petite supresive ce po- 
sedă multipli markeri genetici, cu o tulpină de tip-sălbatic (p*), sînt ase- 
mănătoare cu forma: parentală: petite, fiind lipsite de markeri genetici ai 
ulpinii: pt. -Blane și Dujon (1980) au constatat că ADNmt al descen- 
dentilor 2n petite. era identic. cu cel al genitorului petite supresiv sau 
Supersupresiv, Pe'această bază, Goursot si colab. (1980), Blanc si Dujon 
(1980): consideră că supersupresivitatea reflectă. uñ avantaj replicativ 
conferit genomului petite. de posesia unor copii multiple ale secventei 
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ori/rep. Semnificaţia secventei ori a fost demonstrată de observaţia: că 
deleţia. parţială sau totală, sau rearanjarea secventei ori este i totdeauna 
însoțită de modificări drastice ale supresivitátii (de Zamaroczy si colab., 
1981). Cu toate acestea, acest model nu explică; diferenţele în frecvența 
mutantelor petite din diferite clone zigot rezultate în același tip! de în- 
crucișări (p- x g*) Aceasta se datoreşte după Gingold: (1981) faptului 
că numai un număr limitat din moleculele de ADNmt sint “capabile să 
se replice în zigot şi, astfel, genomul descendenților își are originea în- 
tr-o mică parte din ADNmt total. Ephrussi (1966) incriminează în supre- 
sivitate! şi efectul mediului şi. al. condiţiilor de creştere. (Evans, 1982). 

. Michaelis şi colab. (1971) au descris:alte două clase de mutante Yo 
Prima constă din mutante e^, care virtual nu produc celule 'p™ in des- 
cendenţă. (mutantele e? fac parte din această clasă). Desi initial genomu- 
rile o^ sînt prezente in zigoti, ele nu sint transmise descendentilor: fără 
recombinare. cu moleculele de ADNmt p*. În contrast; cu acestea, mu- 
tantele p7: hipersupresive produc aproape: 100%% clone zigotice alcătuite 
în întregime din celulele p-, desi initial genomurile :p* “sînt prezente 
în zigoti, dar ele nu 'sint transmise. descendenților. Analiza genetică. și 
“moleculară a unei colecţii de mutante p^ hipersupresive a evidenţiat că 
hipersupresivitatea rezultă dintr-o reproducere preferentiali a ADNmt 
e; (Dujon si Blanc, 1980). | : ; 

-Se apreciază cá toate mutantele hipersupresive au o secvență co- 
muná, lungă de 300 pb, care reprezintă unul din puţinele puncte de 
iniţiere a reproducerii ADNmt. Reproducerea preferenţială a ADNmt in 
timpul stării heteroplasmice tranziente, după  formâărea. zigotului, este 
explicată prin densitatea crescută a secventelor rep per unitate de lun- 
gime a ADNmt, ca'o consecinţă a pierderii a 98—99%/j din genom. Această 
caracteristică poate fi verificată direct prin încrucișarea cu alte mutante 
p7, lipsite de orice secvenţă rep, deoarece mutantele p^ “rezultate: nu 
pot .fi deosebite de genitorii hipersupresivi. Supresivitatea înaltă a altor 
mutante p- -este consecința prezenţei unei secvențe rep în cadrul unei 
secvenţe conservate mai mare si, deci, a unui factor de amplificare mai 
mic (Dujon, 1981). £x A Mn | 


2/14, MUTANTE PETITE NUCLEARE 


.O interdependentá complexă intre genomul nuclear și cel citoplas- 
matic, in controlul. funcţiei si biogenezei mitocondriei, este evidenţiată 
de existenţa mai multor mutatii ale genelor nucleare care se exprimá 
prin deficiente resipratorii (Chen şi colab., Hottinguer, 1950 ; Raut, 1953 ; 
Pittman, 1959). Sherman și: Ephrussi (1962) au arătat cá mutantele pe- 
tite nucleare examinate nu au manifestat supresivitate, iar, densitatea 
ADNmt nu a fost alterată (Mounolou și colab., 1966). Sherman. și Slo- 
nimski (1964) au. constatat. că mutantele petite nucleare. sînt deficiente 
în citocromii a, az și b, ca şi cele mai multe tulpini. petite: citoplasmatice. 
Mutaţiile care afectează 6. gene nucleare Cyc diferite au ca rezultat ni- 
velul scăzut al. izocitocromului-c, Mutaţiile” într-una; din aceste gene, 
Cycl, modifică numai izo-l-citocromul-c, fiind in concentraţie normală 
minor izo-1-citocromul-c si. izo-2-citocromul-c. Cycl s-a dovedit a fi 0 
genă structurală pentru izo-l-citocromul-c (Sherman $i colab., 1966). 
Yaoi (1967) apreciază cá structura primară a izo-citocromului-c nu este 
modificată la mutantele: citoplasmatice cu deficiență respiratorie. Rolul 
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celorlalte.5 gene nu este cunoscut, dar. mutatiile la nivelul: acestora de- 
termină. . reducerea concentrației ambilor. izo-citocromi-c : (Sherman și 
colab., 1965).. Prin: mutația oricărei dintre aceste. gene nucleare 'rezultă 
o celulă: care contine toti citocromii, dar:care este incapabilă să crească 
pe surse de carbon nefermentabile. Mitocondriile din celulele unora din- 
tre. mutante prezintă un foarte scăzut raport P':Ol, ceea ce'indică o 
defectiune în fosforilarea oxidativă, care poate fi corectată printr-o con- 
centraţie. crescută de, ADP. Celula. care poartă această mutație, ca și-o 
leziune petite citoplasmatică, este neviabilă (Beck si colab., 1968 ;: Kovac 
şi colab;, 1969 ; Parker şi Mattoon, 1969). Au fost descrise mutații nu- 
cleare: care au avut, drept rezultat rezistența, mitocondrială la oligomi- 
cină, alterări în biosinteza: porfirinei şi deficienţe in citocromoxidază 
(Sogimura.si colab., 1966 ; Parker si colab., 1968 ; Surdin si colab., 1969). 
Mutatiile;petite nucleare se mostenesc. mendelian. Prin încrucișarea unei 
tulpini. normale cu. tulpini- petite nucleare (segregantà),- hibrizii 2n sint 
normali, jar.prin sporulare rezultă patru ascospori ce. segregă în raport 
de 2 normal:2:petite; poru i vosi 6g iii | 


27.15. GENETICA MUTANTELOR PETITE 


"Mutantele petite (97) 'sint mutatii pleiotrope nereversibile, datorate 
unor deletii extinse a ADNmt. Mutantele lipsite in totalitate de ADNmt 
Sint. notate cu p°: iS. cerevisiuP este -unul dintre puţinele organisme 
eucariote. cáre, cu. condiţia existenţei unei surse de carbon fermentabile, 
poate supravietui pierderii complete sau alterárii puternice a ADNmt 
Si'crese nedefinit ca: mutante ! 9^ denumite mutante petite pozitive cars, 
spre: deosebire de'speciile petite negative, sînt instabile. Diferenţa din- 
tre drojdiile: petite pozitive și petite negative constă în faptul cà ADNmt 
de la. drojdiile petite negative poartă o: genă'sau mái multe, esenţială 
pentru creștere și diviziune celulară. Clark-Waălker şi colab., (1974) au 
studiat genomul mitocondrial de la '4 specii de drojdii petite negative 
(Candida: parapsilapsis; Hansenula wingei, Kluyveromyces lactis, Schizo- 
Saccharomyces pombe) şi au constatat cà acestea conţin” macromolecule 
de ADN mult mai mici (12—24 kb) decât cele de la S.'cerevisiae (50 kb) 
Și cu. densități de plutire mult mai ridicate, corespunzind la'37—420/ 
G+C (O'Connor si colab., 1975. ADNmt de la mutantele petite pozi- 
tive.de la Torulopsis glabrata are o dimensiune de numai 12 kb, iar den- 
sitatea de :plutire de '1;686_g/cm3; ce implică un conţinut: de A + T apro- 
Plat de cel`de la S. cerevisiae. Aceste observaţii sugerează că trüsáturile 
structurale generale, cum sînt dimensiunea genomului mitocondrial si 
conținutul în' secvențe bogate în ATP, nu reprezintă cauze 'suficiente 
Pentru frecvenţa ridicată a formelor: petite de la S. cerevisiae. O exa- 
minare a frecvenţei mutantelor petite spontane, ce variază între 0,03 şi 
90/5 şi a lungimii ADNmt (—19—108 kpb): la un număr de drojdii petite 
Pozitive a evidențiat că frecvența formelor petite creşte in general cu 
ungimea: ADNmt, dar relația este departe de a fi liniară (Clark-Walker 
ȘI colab., 1981). La un grup de specii, la care lungimea ADNmt variază 
e la 56 la 100 kpb, frecvența mutantelor petite a fost constantă în timp 
ce este/ bine cunoscut faptul. că la diferite tulpini de S.cerevisiae cu 
Imensiunea genomului cuprins între 68: şi: 76 :kpb, frecvenţa mutante- 
TI i 
„m t Raportul. P: O definește coeficientul- de fosforilare si. reprezintă . raportul 
dintre numărul de molecule de ATP formate (plecind de la ADP) și numărul de 
atomi de'oxigen consumati. ^^  — 2 A TU 
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lor petite variază mult si poate fi puternic influențată atit dé mutalia 
mitocondrială 4Handwerker si.colab., 1973; Bandlow, 1977), cit Si de 
„cea nucleară: (Rubin si Blamire, 1977 ; Johnston, 1979). Se. pare că faċ- 
tori cum sînt enzimele excizie-reparare-recombinare, toate specificate de 
nucleu, pot avea un rol precumpánitor in determinarea frecvenţei inci- 
dentei inutaţiilor petite, în timp ce viabilitatea mutantelor rezultate 
poate ridica problema dacă la o anumită specie există sau-nu-informa- 
ție genetică in. ADNmt, esenţială pentru creşterea “sau diviziunea celu- 
lará: (Dujon, 1981). asta | 

, Mutantele. eg? sînt .similare fenotipic cu mutantele .p 7, fiind la rin- 
dul lor lipsite de'activitate respiratorie į nu sintetizează citocromii à-rd3 
și .b, si. conţin mitocondrii cu o structură nediferentiatá. Cu toate asemă- 
nările sa întîlnesc .şi: diferente. între celulele ' p` şi p*. În timp ce e 
prezintă de regulă! o' foarte bună viabilitate si rată de creştere, mutan- 
„tele pg? au o creştere slabă si o viabilitate scăzută, fiind greu de menţinut 
în; culturi stec. Desi aceste diferente nu au fost explicate, se: presupune 
că mitocondriile sint implicate si în dezvoltarea unor. caracteristici ce- 
lulare iar mitocondriile mutantelor p° sint mai puţin capabile decit cele 
de la mutantele 'p” 'să îndeplinească aceste fünctli. Cu toate acestea, 
mutantele -p° cresc, şi se divid: iar mitocondriile lipsite de ADN: se re- 
produc şi-se transmit celulelor-fiice. Mitocondriile fără: ADN .din' zigotii 
obţinuţi prin încrucișarea: mutantelor p% şi tipul sălbatic nu se transmit 
celulelor-fiice ; singurul tip celular de mitocondrie,. în . celulele :zigotice 
este cel pt.. | ur [feo maU pl 4] 

„Pentru înţelegerea naturii şi. organizării ADNmt de, la; mutantele P 
au fost, întreprinse numeroase studii în „care s-a: folosit o varietate .de 
metode (determinarea . densităţii de plutire ; hibridarea ADN/ADN şi 
'ARN/ADN, denaturarea termică si reasocierea, studiul 'cineticii renatu- 
rării, studiul.electrono-microscopic al moleculelor de ADNmt. nativ sau 
parţial denaturat, analiza hărților de restricţie etc.). 


.. Mutantele p „rezultă prin deletii foarte mari: ale. genomului e 
(ADNmt, o*). Se apreciază. că la majoritatea mutantelor. petite :spontan? 
este. excizat şi pierdut un segment din ADNmt ce. variază între 20% 
pînă la, peste 909/.din.genomul, de tipul sălbatic, iar segmentul conser- 


vat „este. de obicei. mai mic de. o: treime; din genom. Mărimea „deleţiei 
poate fi estimată cu-uşurinţă prin. analiza fizică a ADNmt conservat și 
prin. identificarea, deleţiilor markeri genetici „pierduţi. Sint foarte pu- 
ţine, cazuri de mutante. p^ care rețin mai mult de 509/5 din genomul de 
tip sălbatic, dar nu este sigur dacă fragmentul reţinut este coliniar. cu 
genomul de tip.sálbatic pe întreaga: sa lungime. În mod frecvent: se in- 
.tilnesc. mutante, p care rețin: numai 19/ din genomul de tip sălbatic, 
iar Mol ṣi colab (1974), Bos şi -colab. (1978) ‚au: raportat, mutante e. «e 
„au conservat, fragmente de ADN, de numai 66. pb. Indiferent. de mărimea 
fragmentului de. ADNmt deletat, cantitatea totală a ADNmí dintr-o mu- 
tantă p7 este întotdeauna similară cu cea din celulele. de tip. sălbatic: 
„Aceasta se datorește unui proces de amplificare care are ca rezultat for- 
marea unei molecule de ADN; de aproximativ aceeași dimensiune cu! cea 
de la: tipul .sălbatic. Numárul.de copii. al fragmentului pe celulă. este 
amplificat: în mod corespunzător. O mutantă petite care contine 50% 
din secvenţa ADN a tipului sălbatic va avea 2 copii ale acestui segment 
conservat pe molecula. ADN: Dacă în mutanta p~ se conservă o ‘secvența 
foarte scurtă, factorul de amplificare este foarte mare. -Dacă de ‘exem? 


240 


plu contine Numai 0,10% din secvența ADNmt de tip sălbatic, vaiiavea | 
1.000 de copii ale acestui segment pe molecula ADNm£ ^... . 
Pentru realizarea amplificării, secvenţa conservată este repetată de-a 
lungul moleculei de ADNmt al mutantei: p7.: Aceste: aranjamente. au 
fost dovedite prin studii de microscopie electronică, denaturare-reaso- 
ciere, digestie cu enzime de restricție (fig. 75). | j | P 
Cercetările biochimice şi genetice indică faptul cà mitocondriile re- 
prezintă un sistem genetic cu copii multiple. 'O celulă de drojdie este 


„Fig. 75. Reprezentarea diagramatică a două tipuri de 
aranjamente ale |ADN nt. in mutantele f~. Linia, din 
mijloc reprezintă un segment de ADNmt g^ cu secvență 
unică abcdefghijklm. Unitatea repetitivă e” (A) este com- 
pusă din secvenţa efghi, care este repetată regulat cu- 
jonctiuni cap la coadă (sus). Repetările creează o'sin-: 

: gură secvenţă nouă, ie, la joncţiunile unităţilor repeti- 
tive. În cazul ADN "e (B), unitatea repetitivă; edcc'd'e'f' 

„este formată prin duplicarea inversă a întregii. (sau 

„aproape întregii) secvențe cdef, formindu-se o joncțiune 
 palindromicá cc’ (săgeți mici) si o a doua ‘secvență de 
joncțiune e'f'e, Segmentul f' care nu este duplicat poate . 
varia în mărime. Poate exista si o a doua joncțiune pa- 
lindromică. Recombinarea dintre segmentele! omoloage 
(intramoleculară sau intermoleculară) duce la inversarea 
segmentului f, astfel încît rezultă 2 secveneţe de jonc- 
tiune. e'f'e si ef'e' ADNmt al mutantelor de tip B con- 

„țin fracţii ce prezintă autorenaturare, fapt ce determină 
formarea figurilor în „ac de par“. La ambele “tipuri de 

„aranjamente, ADNmt p- poate forma serii multimerice 
de cercuri. La alte mutante e” s-au identificat şi alte 
tipuri de aranjamente, incluzind repetările amestecate 
i d: (Dujon, 1981). T 
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- hómoplasmicà; în “situaţia în .cáre toate copiile 'ADNmt: sint:identice, 
luind in considerare toate locusurile: din :genomul mitocondrial său he- 


de generaţii „pentru majoritatea. prepáratelor de.ADNmt, Valorile sint 
de 96 şi respectiv 679/,. ; v 
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plasma diploizilor rezultați . din aceste. încrucișări conţine. factorul: :pt 
provenit, de la unul din genitori si prezintă capacitatea „respiratorie pe 

càre o transmit, haploizilor care se dezvoltă din- spori. Deoarece. enzi= 
mele absente la mutantele .petite sint asociate cu mitocondriile, s-a pre- 
supus că factorul citoplasmatic e, responsabil de deficienţa respiratorie, 

se identifică cu mitocondriile.. | 

. ;Fenotipul: citoplasmic- de. la S. cerevisiae. este: determinat. atit de 

factorul citoplasmic notat cu :e^, ce se identifică cu mitocondria, cit si 

de gene cromozomale.. Culturile diploide care rezultă: din încrucișarea 
diferitelor. tulpini petite sint de. asemenea - petite, ceea ce: demonstrează 

inexistenţa unei complementatii între mutantele. petite genitoare și in- 

dică inducerea unei leziuni ADNmt care duce la pierderea factorului p-. 

Prin încrucișarea: mutantelor. e^ cu tulpini de tip sălbatice (p*), cultura 

diploidà rezultată contine atit celule g^, cit si g^, „proporţia. celulelor 

c" depinzind de genitorul petite folosit. Asa cum am-arátat, fenotipul 

petite este controlat și de gene nucleare. De. la descoperirea primei gene 

nucleare, care in stare: mutantă. determină "fenotipul' petite (Chen “şi 

colab., 1950), pînă in prezent au fost raportate mai multe gene nucleare 

(Haut; 1953; “Sherman, 1963 ;; Mackeer și colab., 1965 ; Hawthorne si 

Mortimer, 1968). Deoarece aceste gene notate cu pio, pop ete., la tipul 

sălbatic, prezintă o segregare de tip mendelian, iar în stare mutantă 

determinà fenotipul.petite, au fost. denumite tulpini. petite segregante 

(Sherman, 1963). La, majoritatea tulpinilor petite sesregante, factorul ci- 

toplasmatic rămîne nealterat. S-a constatat că în general mutantele ps- 

tite segregante prezintă un: fenomen asemănător mutantelor petite cito- 

plasmatice, dési s-au identificat diferente între ele în privinţa conti- 

nutului de citocromi si activităţii enzimelor asociate. Mutatia oricărei 

Sene din seria de gene nucleare'p determină apariția fenotipului petite, 

la care, de'-cele mai multe ori, factorul e^ 'se replică normal,' Această 

Situaţie este demonstrată de încrucișarea dintre mutante petite - cito- 

Plasmatice (Pe) şi mutante petite nucleare (pe^) (Pe^x pe^) din care 

rezultà o anumità proportie de diploizi e^ in funcţie de supresivitatea 

tulpinii e^ folosită, care segregă in raport cu 2pg* : 2Pp* Aceste re- 

zultate demonstrează că genele p sînt implicate direct: sau, indirect în 

diferenţierea lanţului respirator (Wilkie, 1975).- Același autor descrie și 

alte gene ale seriei p, ca. de pildă P3, implicate probabil în replicarez . 
ADNmt si care prin mutatie determină fenotipul p` Prin incrucigare:u 
acestor mutante nucleare petite cu £^ iau naștere numai diploizi pp, iar 

Prin incrücisarea cu-tülpini de tip sălbatic se formează diploizi pf, care 

prin sporulare formează 2 ascospori-petite și 2: ascospori de tip sălba- 

tic. Aceste: rezultate subliniază : interacţiunea complexă ' dintre infoma- 
tia gentică “nucleară si cea mitocondrială. Unele gene p s-au dovedit a. 
îi pleiotrope,:o datà cu deficienta respiratorie determinind autotrofii pen- 
tru lizină si acid glutamic: Astfel, Negretti si Wilkie (1968) au descris 
0 genă gi, care rezultă prin pierderea factorului e” în condiţiile repre- 
siej glucozei sau in.anoxie, Reilly si Sherman (1965) au, evidentiat si alte 
Sene in. afara genelor nucleare p, ce afectează sinteza. citocromului-c. 
Gena structurală Cycl regleazà sinteza izo-1-citocromului-c și împiedică 
apariția fénotipului petite; iar: genele Cyc2, Cyc3, Cyc4, Cyc5 si^ Cyc6 
reduc nivelul izo-1-citocromului-c si izo-2-citocromului-e. Mutatii ale ge- 
nelor lys6 si lys7, ce controlează diferite etape ale biosintezei lizinei, 
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determină în acelaşi timp. alterarea factorului! citoplasmatic: Mutaţiile 
genelor gltl.si glt2's-a dovedit a avea, de asemenea, un efect pleiotrop, 
care -alături de fenotipul petite manifestă şi necesităţi de glutamat, da- 
toritá inactivitátii aconitathydratazei. "Cei mai multi segreganti ai mu- 
tantelor glt2 s-au:dovedit a fi “p” şi numai un procent de 0,01—0,03' p* 
(Ogur, 1965). - Ar Cta " 

. Ín cazul: mutantelor care rețin factorul: p^ a putut fi demonstrată 
existenta-unei relaţii între factorul citoplasmatic şi genele care dau fe- 
notipului petite, prin studierea respirației: în populaţiile sincronizate ds 
zigoti rezultați prin încrucișarea unor-tulpini:genice (pl, p5, 'pT) cu tul- 
pini petite citoplasmatice neutre. M! NS VA 

: Astfel, s-au. evidenţiat perioade de: intirziere (lag) in^ 'restabilirea 
respirației normale, caracteristice. fiecărui tip de încrucișare, in fünctie 
de tulpina petite: cromozomalà folosită (0,5 h^ pentru poxXe , 47 h 
pentru.p7 X e^ si.9,7.h pentru pl.x e^. Dacă se încrucişează: două mu- 
tante petite genice, intirzierea este egală cu a genitorului care -prezintă 
cea mai mică întîrziere, De exemplu, la zigotii p5o^ xpo. respiratia 
s-a.stabilit in 0,5 h, iar la zigotii rezultați prin incrucisarea p5p^ x. pg; 
perioada de lag a;fost de 4,8 h (Sherman si Ephrussi, 1962)... 


247.2. ALTE TIPURI DE MUTANTE 
 MITOCONDRIALE (mit, syn^, mim) 


O .altă clasă de mutante mitocondriale, denumite mit”, afectează o 
componentă respiratorie, dar spre deosebire de mutantele 0^ nu afec- 
tează sinteza proteinelor mitocondriale, Multe mutante mit” conditio- 
Bale sau nu „(de exemplu sensibile la temperatură) deiinesc diferite gene 
mitocondriale. Ca şi muntantele ant”, mutantele, mit” se comportă ca 
mutații punctiforme, .și se supun acelorași reguli ale geneticii mitocon- 
driilor, In, particular ele sint eliminate din “toate. mutantele e^ si din 
unele p... .- Aut i | ! 

. Mutantele.sym- se comportă din punct de. vedere genetic asemă- 
nător. mutantelor mit”, dar afectează în mod. specific sinteza, proteinelor 
mitocondriale. şi, ca urmare,; prezintă: deficiente respiratorii... Spre deo- 
sebire de mutantele p^, mutantele.mit- sau sym- se pot recombina án- 
tre ele şi se pot complementa pentru a. reface -fenotipul de Ap sălbatic. 

.. În mod asemănător ele se pot recombina sau „complementa cu, mu- 
tantele. o7, care rețin alela de tip sălbatic corespunzátoare, dar nu s! 
cu.mutantele, 6” mit? (sau syns). - | MY eH 5 

Mutantele mim (MIM). sînt mutante mitocondriale. capabile să su- 
preseze mutantele mit- şi să restaureze fenotipul sălbatic (sau .pseudo- 
sălbatic). Această clasă de mutante, contine: supresori specifici de alele 


și nespecifici de locus (probabil supresori informationali) şi supresori 


specifici de locus, dar nespecifici de alele. Această situație sugerează 
interacțiuni directe între genele său locusurile mitocondriale. " 
"1 Studiul comparativ al genomurilor mitocondriale de la diferite tul- 
pini-de-S;cerevisiae:a evidenţiat un important: polimorfism natural, da- 
torită prezenţei. sau: absenței in. poziţii specifice din genomul mitocon- 
drial a.insertiunilor, ce variază ca mărime de la citeva duzini de .pe- 


rechi de baze pînă la mai mult de o mie de perechi de baze. Alelele 9" 
wsi, diferitele forme varl si formele scurte și lungi ale genelor mo- 
záicate, sint exemple ale acestui polimorfism (Dujon, 1981). i 
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-2.1.3. REZISTENŢA LA. AN MLOZIG Ba, 


Folosirea yaey a a d cet si 'ahtitügitidelor pentru ` icorhlaie- 
rea infectiilor bacteriene sau fungice: a: devenit o practică răspîndită, în 
special, o :dată: cu producerea. şi comercializarea unei varietăţi de anti- 
biotice si antifungicide și în cantităţi suficiente. Cu 'trecerea timpului, 
în urma unor intense studii s-a constatat. că bacteriile «ca ȘI / ciupercile 
devin rezistente la antibioticele si antifungicidele care se folosesc in mod 
obişnuit, astfel că pentru tratarea acestor infecţii se întrebuințează alte 
antibiotice si, respectiv,: alte: fungicide sau diferite combinaţii. Studiile 
biochimice, şi genetice au demonstrat că rezistenţa la. antibiotice este 
controlată: în egală: măsură de gene nucleare si 'extranucleare. 

La drojdii au fost obţinute: mai: multe: mutante “rezistente la' anti- 
biotice, capabile să crească la concentraţii care dui a sau omoará tul- 
piniig de tip sălbatic; care sint sensibile. 

^Clark-Walker si Linnane (1966), Thomas si Wilkie (1968), Linnane 
si: colab. (1968) au observat cá o serie de antibiotice care inhibă sinteza 
proteinelor la' bacterii sau care se: folosesc pentru tratarea infecțiilor 
bacteriene cum 'sînt : eritromicina, cloramfenicolul; Spiromicina; paro- 
micina, tetraciclina sau analogii structurali ai argininei (canavanina) şi 
fenilalanina (p-fluorofenilalanina), 'blochează: sinteza unor enzime mito- 
;condriale | (citocromii 'a, as), determinînd producerea. unor alterări ale 
mitocondriilor,. fiind afectat, probabil același sistem SEPT ca şi in 'ca- 
zul mutantelor petite citoplasmatice. = 

| 'Mutantele; rezistente la un anumit antibiotic, ca dë: pildà cloram- 
fenicol, se:obtin prin icultivarea' 'celulelor de tip TARASA pe medii : Gu 
-glicerol si antibioticul respectiv: 

Mutaţiile ant" afectează diverse funcţii mitocondriale. “Unele inhibă 

"direct fosforilarea oxidativă (oligomicina; venturicidina, ossamicina) sau 


Taütul respirator la nivelul citocromului- b (antimicina A, mucidicina, diu- 
romul, funiculozina), iar altele. inhibă sinteza. proteinelor mitocondriale 
(cloramfenicolul, eritromicina, spiromicina,. paromomicina) şi aceasta, la 
rindul sáu, afectează; formarea elementelor lanţului respirator $i “ale 
ATP- azei, m toate :cazurile, rezultatul final este blocarea: functiilor rés- 
piratorii normale și la ER i Uu UM gat A AV ZE inhibitor 
bon nefermentabilă. 

Mutantele ant? . mitocondriale Mera aceleaşi reguli genetice + ca 
Sk mutantele 67. : segregarea -mitotică ;a | hibrizilor şi: beu segregării 
meiotice (Dujon, 1981). arbe 

Analiza geneticá a mutantelor rezistente la eriórotiieif (ERY?), 
„cel maj bine studiate, apărute in mod spontan din celulele de tip sál- 
batic, a evidentiat cá acestea crese pe mediu ce contine eritromicină si 
transmit rezistenţa pe cale extracromozomală, în mod asemănător mu- 
tantelor pétite- citoplasmatice. Aceste studii au dus la concluzia că în 
mod: similar, fenomenului Observat la bacterii, O populaţie. de mutante 
rezistente ar. putea avea alterat un, situs. de legare pe ribozomii mito- 
. condriali care conferă. rezistenta . şi poate fi codificat de ADNmt.: 
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Natura dotted a factorului ce conferă. rezistența la. mo. 
micină (ERY?) a fost dovedită de raportul de segregare a coloniilor 
.ERY*. şi ERYS , rezultate în timpul creşterii. vegetative ‘a celülelor di- 
.ploide obtinute. prin: incrucisar ea ERYE x ERYS. “Astfel, prin  sporulă- 
rea.tulpinilor ERYE si ERY $, raportul de segr agare a. fost de 4ERY?: 
oERYS şi. respectiv, AERYS.. :0ERY E: Localizarea factorului ERY E pe 
ADNmt a fost demonstrată | prin : introducerea condiției e^ fà tülpinile 
;parentale. ERY! şi. imposibilitatea de a transmite! rezistenți la eritromi- 
cină: (ERY?) la. descendentii .: diploizi £^ rezultați: din' “încrucișarea 
ERYY*e -XERY^*p:. Diploizii .p^ obţinuţi din încrucișarea: reciprocă 
ERY? + XERYSp au manifestat ^ rezistntà :.la : ;eritroómicinà (ERY ®™). 
Aceste rezultate..demonstreazá cá: distrugerea ADNmt din “celulele mu- 
tante petite -coincide cu. pierderea factorului de gode wi (Thomas si 
Wilkie, 1968 ; ; Linnane si colab., 1968). 


. S-a dovedit că mutatia. citoplasmatici care. dec nii ăi deficlenta res- 
Dirainrie precum, Sj mutatia care. conferă. rezistenţă la 'eritromiciná se 
datoresc unor modificări. structurale, biochimice şi: funcţionale ale :mito- 
.condriilor. Pe baza acestei observaţii. s-a emis concluzia că determinantul 
citoplasmatic, al rezistenţei la. eritromicinà. este. localizat pe [notes ? 
(Linnane şi colab., 1968). 


Implicarea. ADNmt în: controlul pov An lai: diterite» rantiblotide 
(cloramfenicol;. oligomicină, paramicină; antimicină, venturicidinà) a fost 
demonstrată prin: experienţe, de cartare a genelor respective pe: ADN mt. 


Griffith şi colab. (1975) au identificat. mutante rezistente la venturi- 
cidin si tr:etiltin, in. care sint 'exclusi factorii cunoscuţi, localizati pe 
:ADNmt. Tulpinile: rezistente: la. venturicidin: pot deriva 'din :mutantele 
petite cărora le lipseşte ADNmt în totalitate: Determinismul lor mito- 
-condrial. este demonstrat. şi: de. faptul. că. mutatille ant* sint eliminate 
din toate mutantele e“: şi de unele p`. Guerineau si colab. (1974). pre- 
supun că, rezistenţa la: medicamente, V care si la venturicidină.. este 
controlată de o moleculă de ADN mică, circulară, distinct ă de. ADN mt, 

care poate fi o plasmidà.. | 


Thomas și Wilkie (1966) ` au observat că pierderea capacităţii. res- 
-piratorii este însoțită de: “pierderea: rezistenţei la: eritromicină; Zigotii re- 
zultati din: “încrucișarea unor. tulpini - rezistente cu tulpini sensibile 
grande dau naştere. la clone în care procentul celulelor diploide- rezis- 
tente variază între 0 şi, 100. Dacă în încrucișări se. folosesc celule și izo- 
late dintr-o cloni rezistentă, nici un zigot nu va dà naștere la clone car? 
să conţină. celulele rezistente. În schimb, dacă tulpinile sensibile rezultă 
din părinţi e^;.zigotii dau clone pure, formate numai din” celule re- 
:zištente, Analiza. tetradică a diploizilor rezistenți: a evidésitrt un apei 


i 4 : 0. toti asuesporii oen rezistenți. 


28. Didi KILLER 


toT e. la, kon cer evisiae a fost : descoperit de Bevan si Ma- 
„kower (1963), 1 Makower si. Bevan. (1963), Woods.si Bevan. (1968),. Somers 
si Bevan (1969), Fink si Styles (1972), care au. evidentiat existenta a trei 
tipuri de celule, distincte genetic si fenotipic : killer, sensibile'si neutre. 
Celulele killer (K) secretá in mediul in care tráiesc o toxiná care omoară 
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celulele sensibile, dar:care nu 'are nici un efect asupra celulei: care o 
produce. Celulele sensibile (S) sint omorite dacă sint amestecate cu ce- 
-lule: killer și cresc împreună, sau dacă sînt cultivate timp de 48 de ore 
în mediu. lichid, ce contine filtrat de celule killer. Celulele neutre (N) 
sînt rezistente faţă de agentul toxic si nu omoară celulele sensibile. | 

. Woods si colab. (1974). au, descoperit un al patrulea fenotip,. denumit 
killer -sensibil (K-S), care este sensibil la toxine. şi. produce.un factor 
killer, ce omoară celulele sensibile. Philliskirk- şi: Young (1975). Rogers 
si Bevan (1978) au arátat cà drojdiile care apartin aceluiasi gen si ace- 
leiasi specii ca si cele din genuri diferite sau specii diferite" ale: aceluiaşi 
gen produc mai mulţi factori. killer.. 

, Elementele genetice responsabile de RAER HN killer a drojdii au. 
"fost idéntificate dé Somers si Bevan (1969), - Wickner: (1976), iar com- 
poziţia chimică a toxinei si mecanismul prin, -care.toxina omoară. celu- 
lele sensibile au fost; investigate de Wood si Bevan ^P Bussey si Sher- 
man (1973), Skipper şi Bussey (1979). 

'Tulpini killer, au fost izolate. ulterior.la multe genuri de ciuperci : 
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hansenula, Blanseniospora; Kloe- 
kera; Kluyveromyces; Pichia, Saccharom 1jces, Schizosaccharomyces, To- 
rulopsis, Ustilago (Philliskirk și Young, 1977; Stumm și colab., 1977). 
„Caracterul killer este larg, răspîndit fiind identificat în populaţiile. ainu- 
meroase habitate:naturale- ca berea (Maule si- Thomas, 1973 ; Kreil,.1976), 
vinul saké (Imamura si colab., 1974), vinul (Naumov si colab.. 1973) si 
se intilneste.si la drojdiile patogene (eode şi Stern, 1979 ;. Middelbelk 
„Și colab,, 1980). 

Desi populează, diverse habitate; "lfecventà caracterului killer este 
relativ ;redusă- sau- este absent. Studiul a 200 tulpini ce aparţin là ge- 


nurile ^ Hanseniospora,: 'Kloekera; Candida, Hansenula, : Pichia, Schizo- 
saccharomyces, care manifestau rezistenţa la cicloheximidă (5 mg/]), nu 
a, adus la identificarea nici unei tulpini killer sau sensibilă (Barre, 1984). 
“Rosini (1983). nu a indentiticat nici o tulpină killer sau killer- sensi- 
bila din. cele 435 tulpini testate, ce aparţin la 16 specii. Se pare cá difi- 
„cultatea. de implantarea unei populaţii de Schizosaccharomyces: într-un 
must nesteril: nu se. datorește. unei hipersensibilităţi killer. Din cele: 5. 
specii ale genului Hansenula: numai la H. anomala a fost evidenţiat carac- 
terul killer. Caracterul killer nu a fost prezent la genurile Saccharomyces, 
 Schizosaccharomijces, Hanseniospora, Kluyveromyces, Kloekera, Pichia, 
si. Torulopsis. z 


— . 
r 


n SEvidentiitga! efectului toxic '" tulpinilor killer se, TODAS pa, prorielatea 
-albastrului de metilen de a colora ín albastru celulele moarte. Prin însăminţarea 
„Pe aceeaşi placă Petri cu „geloză: nutritivă la 0H —4,, în care s-a introdus albastru 
'de metilen,: 0.02%, a dout tulpini, una sensibilă și alta killer sau presupusă a fi 
killer, după două zile de incubare la :24*C se va: constata că tulpina killer secretă 
toxina care, va omori, celulele. sensibile, ce vor căpăta. culoarea albastră, in.timp ce 
.celoniilé killer rezistente vor "rămâne albe... Caracterul killer 'se poate determina 
“Si prin! evidenţierea: “capacităţii ` tulpinilor de a. forma sau nu zone de inhibitie 
'a^cresterii. Pentru aceasta: se. insíminteazá pe mediu solid; sub' formă de striuri, 
-două, sau mai multe tulpini izolate din natură, must. sau , din colecţie. În situaţia 
„În. care una. din aceste tulpini este killer se va constata cá celulele tulpinii sensibile 
“Hu formează colonii, fiind înhibată multiplicarea. lor. Se poate folosi si o tulpină 
killer tester pentru a stabili fenotipul: celorlalte tulpini luate în studiu, 
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„Toate tulpinile ce aparţin acestor genuri au fenotipul neutru. 


Tabelul .15 
Nomenclatura folosită in studiul sistemului killer (Wickner, 1981) 
Fenotipul 
Ry sau Ky — HEATA sau incapacitatea 'de a secreta toxina activă. "ge 
Kit — fenotip superkiller '* 


j RE “sau Ry — rezistență sau: "abibit la (odd killer. 


Genotipul plasmidelor- killer : 


UCIL-K, si KIL- Ka] -— UE killer de tip sălbatie K, si "K, 


[KIL-0] . — plasmidá .nonkiller 
[KIL-ni] ^ — plasmidá care conferá . rezistenţă la. toxina, Wo. dar. nu produce 
"4oxină 
| [KIL- -ts] |— fenotipul killer. este: sensibil la temperatură . 
(KIL-i). == conferă producerea : toxinei dar nu. si sediuenți 
fo — plasmidă supresivá defeclivá in interteranţă (defectivă | interfering), 
' împiedică replicarea plasmidei KIL- -K) ` 
LEIE-d] 4 | —— defective in menţinerea şi. r2) prea in: tulpinile haploide ; normal 
Am . “în tulpini diploide ajx : 
[KC H.-5]. — necesare „pentru uncle gene mak; ; conferă, "M asemenea,  fenotipul 
SAL superkiller ` 
[K IL-sk] —— conferă fenotipul superkiller ' 
[KIL-sd] /' — plasmida care este. dependentă de o: mutație ski pentru- réplicare 
HETEKGT: — mutanta rezultată prin deleţiu regiunii puieti dn alea HUDA N 


În 1976, Kreil şi colab. au studiat! 147 tulpini” ue drojdie de bere fără 
să identifice vreo tulpină killer, iar din 163 tulpini de drojdii de vin au 
izolat o singură tulpină killer. Într-un studiu ulterior, Krell $i colab. au 
analizat 350 tulpini cé: aparţin:lă genuri diferite si au identificat 11 tül- 
„pini. producătoare, de toxine killer, repartizate astfel : S. cer revisiae T tul- 
pini), Candida. (4 tulpini); şi Pichia (9 tulpini).. 


Rosini (1983). a identificat 31. tulpini: killer de y cer evisiae , NEG 
stoc de 1 294 tulpini, iar la specia Hansenula anomala un procent ridicat 
(71,4%) din tulpini s-au dovedit a fi capabile să omoare tulpina Pu 
de: S: cerevisiae NCYC, 1 006: 


O frecvenţă mai mare a fost evidenţiată de Barre (1978) într-un studiu 
în care à analizat 908 izolate-din zona Languedoc-Roussilon. Dintre. aces- 
tea, 514 clone au fost killer, 95 neutre şi;259. sensibile. Aceste rezultate 
sint comparabile; cu cele raportate de Naumov (1973) si sint aparent in 
contradictie cu cele anuntate de Radler (1980) care a Rosii o proporţie a 
tulpinilor killer mult mai redusă. 


In privinta fenotipului K—S, I (1983) a constatat că el este 
prezent numai la patru specii de Saccharomyces din cele 6 examinate. 
Astfel din 782 de tulpini testate ce aparţin speciilor S. cerevisiae, S. ba- 
yanus, S, chevalieri, S. italicus, 8 s-au dovedit killer (10/5), 707. sensibile 
(90,49/)), 44 neutre 6; 60%). si 23 killer- sensibile (2, 9/0). Nu s-au identificat 
tulpini K—S la speciile S.rosei:si S. uvarum. 

‘Aceste rezultate, concordá cu cele. raportate, de. au si colab. 
(1980), care. au analizat 454 de tulpini. de Saccharomyces, din colecție. E de 
"Magaratch şi Philliskirk si colab. (1975) care au studiat diverse specii din 
“Colecţia Naţională de Culturi de Drojdii (Redhill, Surrey — Anglia). Din 
„cele 454 de tulpini de drojdii de vin analizate de Tiourina 900, prezentau 
fenotipul sensibil, 90% killer și 1%% neutre. 
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. . Sistemele killer de la diverse specii. n tulpini de: drojdii diferă ca. 
reactivitate $i sensibilitate, fiind clasificate in 4 grupe : TOX1—TOX4 
(Rogers si Bevan, 1978). O tulpinà killer poate omori o. altă tulpină killer- 
ce aparţine altei. grupe Si invers sau aceeași tulpină poate fi: sensibită 
sau nu la tulpina ce apart/ne altei grupe killer. 

Barre (1982) a întreprins un studiu pentru a evidentia la árojdiile 
izolate din vin grupele de activitate. Analiza a 55 tulpini apartinind unor 
specii de S. cerevisiae (42 tulpini), S. bayanus (6 tulpini), S. chevalieri 
(4 tulpini), S capenesis. (2 tulpini) si S. italicus (o tulpină) a evidenţiat 
existenţa unei singure gr upe de activitate. şi sensibilitate, corect definită 
prin reacţiile. cu S. cerevisiae NCYC 738 si S. cerevisiae NCYC 1006. 
Benda a constatat cá tulpina killer izolatá din mustul din soiul Nuklar- 
Thürgen rezistă în mod natural toxinelor. pe.care ea însăşi le produce, 
este însă vulnerabilă faţă de toxinele killer produse de alte tulpini de 
Saccharomyces. În aceste condiţii se consideră necesară crearea şi/sau 
selecţia de tulpini rezistente la activitatea kiiler din tulpinile indigene. 


Rosini (1985) a studiat interacţiunea dintre tulpini killer ale, speciei 
H. anomala si unele tulpini killer de S. cerevisiae. Fiecare tulpină killer 
a fost testată pentru capacitatea de a se autodistruge Sj a omori: halte 
drojdii killer. — 


S-a. observat că toate culturile examinate au omorât tulpiha sensi- 
bilă de S. cerevisiae. Au fost identificate 10 tipuri de activitate killer 
împotriva drojdiilor killer; (Kji—Ky). Activitatea! killer a tipurilor 
viduis a fost prezentá numai la tulpina de S. cerevisiae. Tulpinile acestei 
specii nu au manifestat activitate killer împotriva tulpinilor de H. ano- 
mala. In plus, activitatea killer a tipurilor K;—K; s-a identificat numai 
la tulpini de H. anomala. 25 culturi au manifestat activitate de tipul K; 
şi au omorît numai tulpina sensibilă de S. cerevisiae. Celelalte 15 culturi 
au omorit una (Kg, Kio). sau, mai multe culturi (Kẹ, Ky, Kg) de tulpini 
killer de la S. cerevisiae. Tulpinile killer de, H. anomala nu au fost capa- 
bile să omoare tulpinile propriei specii. Aceste studii (Rogers. şi Bevan, 
1978 ; Young și Yagiu, Rosini, 1985) au evidenţiat prezenţa mai multor 
toxine killer si sisteme imunitare printre tulpinile killer de S. cerevisiae, 
in timp ce sistemul imunitar de la H. anomala pare să fie unic (Posini, 
1985). 

“Tulpinile killer (lenótip K+). sint in general rezistente la toxina pe 
care o produc (fenotip R+). Cele mai multe specii de laborator de S. cere- 
visiae sint fie killer (K^^R*) fie sensibile (K—R-—) si numai ocazional se 
întîlnesc tulpini neutre (K—R*). Tulpinile killer de S. cerevisiae pot avea 
una din două specificitáti de rezistenţă la acţiunea killer: Ayr hr sau 
KR}. Tulpinile K, au fost descoperite primele de Makower si Bevan 
in 1963 si sint larg ráspindite la drojdiile de laborator (Fink si Styles, 
1972). Tulpinile Ko au fost identificate printre drojdiile de vin (Naumov 
Şi Naumov, 1973), ca agent de contaminare in fabricile de bere (Maule 
şi Thomas, 1973 ; Rogers si Bevan, 1978) si in colectia naţională de drojdii 
din Anglia (Young si Yagiu, 1978). 

“Tulpina K3 omoară tulpini diferite de cele pe care le: omoară Kə 
(Young şi Yagiu, 1978). Cînd K; si Ka sint transferate în drojdii E labo- 
rator, prezintă imunitate încrucişată (Wickner, 1971).: 

Pe lîngă aceste tulpini killer s-au identificat o serie de mutante cito- 
plasmice care dau killeri. termo-sensibili, care omoară numai la tempe- 
caturá:sub 30°C şi superkilleri ce au un: efect letal foarte puternic. 
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bcn EI velat p au ddenitfieat t HG mutante: PR A cane 


Pentru ca factorii mies să fie activi este: necesară. o. anumită. ĉi- 
“centrație-: dar cântitatea de toxină' produsă este dependent ă “de mediul de 
“cultură şi: condiţiile: de creștere: Producerea, optimă a toxinei”. are loe 
intr-un mediu ce contine 50/5: glucoză, "un conţinut, de azot, superior, 
valori de 500 mg/l şi la un pH cuprins între 4,2 şi 5, în “funcţie de tulpină. 
“Toxina killer Kya fost purificată “de Paliree şi Bussey (1979), Fractiunea 
„activă este un ‘monomer cu: greutatea moleculară” de 11 470, care repre- 
zintă 5—109/5 din proteina secretată. Se apreciază că toxina, este produsă 


în cantitate. mare în timpul: Tazei logaritmice de Pw E sb se acami uiea: ză 
puţin i în faza staționară. 


"S-a urmărit să se stabilească. dacă toxina, killer. RA Caz E numai 
de drojdiile păstrate în mediu‘ de cultură sau şi în. timpul, fermentatiei. 
“Pentru a se da ráspuns acestei probleme s-a lăsat să terimenteze un must 
“de vin cu o tulpiná de drojdie producătoare de toxină killer. În „bar alel, s-a 
‘studiat ün must. fermentat cu o tulpină sensibilă. După încheiere ea. fer- 
mentaţiei drojdiile au fost îndepărtate prin centrifugare si filtrate cu fil- 
tru tip Amicon' PM 10..Rezultatele experienței au arătat că toxina” killer 
-este! produsă şi. în timpul fermentatiei'viàului, care şi-a dovedit efectul 
“şi după păstrarea! timp.de.6 luni la 4?C; deși in mediul as cultură. dur ata 
eficienţei: sale este mult mai scurtă. ^^^ mw 


Woods si Bevan (1968). au- demonstr at că nu esté necesar ún. .contact 
direct intre celulele: killer: si cele sensibile pentru ca toxina să-și exercite 
„efectul. Prin cultivarea si creşterea la 20*C a unei tulpini de S. cerevisiae 
;pe un mediu sintetic” (mediul B-Neerde. si Radler, 1978) care nu. conţinea 
'polipeptide ‘sau’ proteine (pentru a'nu' împiedica purificarea ulterioară a 
toxinei) s-a obținut prin centrifugare dublă şi filtrarea supofatan iului 
(prin membrană Sartorius | Și filtru dp. Amicon PM10) o toxină câre. 
împiedicat creşterea tulpinilor sensibile. S-a constatat cá o cantitate 2 
numai 0,1 ml din :această toxinà concentrată "n i25 ori, este suficientă 
pentru à omori celulele sensibile. 


Deşi se apreciază că temperatura ridicată! distruge rapid toxina ier 
s-a: observat că toxina produsă de tulpina de S, cer evisiae 28 a manifestat 
acţiune toxică! și la temperatura de 40°C, timp de 0 oră. Şi scade î în numal 
15 minute prin transferarea la 45°C. | 


2.8.1. CARACTERUL -KILLER LA DROJDIILE . "PE 
pi „DE VIN ŞI BERE is 


4 b ` t -" 
y E ` ` * - " 


RER E ha 


Re al “unui “ahtagonista între drojdiile de vin a fost pusă. dn evi- 
' deme in 1973 de Naümov si colab. În: studiile de fermentație spontană a 
mustului de struguri s-au evidenţiat toate cele trei fenotipuri, cele killer 
:şi neutre fiind predominante. În cursul însămînţărilor ! obişnuite 1 în mustul 
de: struguri steril: a unui amestec de tulpini. killer și: sensibile în proporţii 
diferite, s-a constatat că tulpina killer a eliminat, în perioada: multipli- 
.cárii, toate. celulele sensibile, atunci cînd proporția inițiată KiS a fost 
. de.1:: 20, iar fermentatia a fost realizată de cultura pură de drojdii-cu feno- 


tipul killer. Aceste: experienţe demonstrează cá tulpinile de drojdii de vin 
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Fig. 76. Curba de crestere si supravieţuire în. must în prezența toxinei killer. Log 
10 din numărul de celule notate în funcţie de timp (t în ore). (10%, dintr-un super- 
; natant activ 10% dintr-un. super natant inactivat prin cultură). 


A — must alb, pHz3,4, celule introduse în faza exponențială la tọ; B — must 
alb, pH 3,4, celule introduse in faza. staționară la to; C — must roşu extras prin 
macerarea la căldură, pH=3,4, celule introduse in faza exponențială la to. 


cu fenotipul killer. sint mal competitive. Pentru AUN S fermentatiei 
mustului de str uguri: nesteril.cu culturi pure de drojdii se utilizează tul- 
pini de S. cerevisiae killer care pcsedá rezistență là sulfiti.si sînt astfel 
„capabile. să se multiplice mai, rapid decît altele. în mustul ce. contine Ae 
Sulfurcs T Bep em | 
Intr-un studiu. DENEN inițiat, de "Barre (1984). s-a constatat că 
moartea celulelor se manifestă în prezenţa. toxinei introdusă în mustul de 
struguri, albi prin adăugarea. „unui . supernatant .acelular activ (fig. 76). 
Curbele. de supravieţuire .nu sint sensibil. modificate, în prezenţa a 109/; 
etanol sau la un pH de 3,2—4,2. În mustul roşu extras prin macerarea tă 
cald a strugurilor activitatea killer este inhibată. Un rezultat similar s- 
obținut prin adăugarea unui extract antocianic comercial.de struguri la 
mustul alb. Parre consideră cà fraetia din. vinul roşu care inhibă activi- 
tatea killer este de natură fenolică sau: SRL EP oTi. panica celulelor 
intervine în tot timpul creșterii. 


Barre (1984) a studiat- concurența LN tulpinile killer si- sensibile 
in timpul creşterii celulare în populaţiile mixte de celule killer si sensi- 
bile şi a stabilit că mecanismul killer poate interveni în concurenţa dintre 
tulpinile de -drojdii si este eficient in special in. timpul creşterii celulare 
in musturile albe; la temperatură, moderată de : :20 € si in absenta ben- 
tonitei. ` 


“Într-un must alb: la 20°C contribuția contaminării cu. MEUM killer in 
momentul însăminţării a fost relativ redusă (0,594), suficientă pentru a 
provoca o S d S RN: 18 a PPS sensibile, in eur iin IRENE 


apid a AES populatii ETT eis de iti care a e ded 
fiind mai redusá decit a tulpinii sensibile (fig. 77). Prin inlocuirea tul- 
pinii killer cu o variantă . neutră cu. aceeași rată de crestere,’ “proporţia 
acesteia în populaţia totală va fi diminuată, Înlocuirea . tulpinii. iniţiale 
killer cu o altă tulpină. killer a evidenţiat. existenţa. unor, diferenţe între 
ele. În cazul mustului: roșu extras prin macerare la “cald, după culesul 
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“az gicoodg/A. .  . o-loxnagmm,. 
a= zahàr g/l e -prezenta drojdiei killers% 
«biomasa g/l ps 


i Fig. 77. Evoluția: parametrilor în . cursul. unei fermentaţii realizată de 
“două tulpini de drojdii insáminfate in proportii identice. 


viei, deși se aştepta! (e inhibitie s-a constatat contrariul (fig. 78). Barre 
(1 984) a studiat efectul indus de tulpina killer, in cazul in care o primă 
fermentatie alcoolică : s-a realizat, eu O populație. killer iar a doua cu 0 
populaţie sensibilă... 

"Rezultatele experimentale: au: Se vidirisi 'inflüenta considerabilă pe 
1 care O exercită populaţia ce asigură prima fermentație, dacă a două fer- 
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Fig. '78. Variația 'unor parametrii ai fermentatiei in functie de e 
diferite de inocul ale unor tulpini killer si sensibile, ' 
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mentatie este realizată cu o tulpină sensibilă. Într-o experienţă in care 
a doua fermentatie a fost asigurată de două tulpini killer, o tulpină neutră 
și trei tulpini sensibile, s-a demonstrat importanta tulpinii folosite, dacă 


prima este realizată de o tulpină killer. = ' 
Aditia de bentonită si utilizarea unei temperaturi de 28°C în timpul 
primei fermentatii a unui must roşu, extras prin macerare la cald, amor- 
tizează considerabil diferentele' constatate anterior. Diminuarea competi- 
tivitátii tulpinilor killer de către bentonita folosită la tratamentul mustu- 
lui se datorește faptului că, probabil, bentonita: absoarbe: toxina killer 
secretata 7 DNE - area ice dee | 
„S-au inițiat cercetări pentru obţinerea de clone rezistente pornind de 
la tulpini sensibile prin hibridare (Nara si colab. 1980) si citoductie (Ouchi 
si colab., 1979) la tulpinile sake si de bere. Deoarece populatia indigenă 
prezenta într-o mare proporţie rezistență (K sau N), Barre (1984) a ini- 
tiat cercetări de selecţie a unor linii rezistente din tulpinile de tip sălba- 
tic de S. cerevisiae si S. bayanus, fiind izolate 20 clone pentru fiecare 
tulpină. In'cazul tulpinilor MON 1 si MONI3, toate clonele s-au dovedit 
rezistente și numai 16 din 21 în cazul tulpinilor MON2..  ' M am 


S-a urmărit influenta unor parametri caracteristici mustului în fer- 
mentatie asupra activităţii killer, S-a studiat acţiunea pH-ului, concentra- 
tie în etanol, compoziţia polifenolicá şi adăugarea de bentonită, asupra 
unui sediment killer obţinut prin centrifugarea unei culturi în faza expo- 
nenţială la 207C, La aceste culturi, s-a adăugat o populaţie celulară sen- 


sibilă, în concentraţie de 10% și o densitate de 10* celule/ml. S-a consta- 
tat o. variaţie slabă a activităţii killer cu. pH-ul; viteza iniţială de leta- 
litate celulară era totuşi .mai crescută la pH = 3,5, față de pH —3,2 si 
4,2. Un precontact de o „oră între must si sedimentul killer inainte de in- 
troducerea celulelor killer nu a modificat curba de supraviețuire. Etanolu! 
în concentraţie caracteristică fermentatiei nu are decît un efect slab asu- 
pra activităţii killer. Activitatea unui sediment killer pretratat cu 'etanol 
100/, determină o descrestere ușoară iar o concentrație de 4% o creştere 
uşoară a sensibilităţii celulelor receptoare. Factorul kilier nu este absorbit 
semnificativ 'de bentonita utilizată la concentraţii uzuale în enologie. Un 
pretratament de 30 minute a sedimentului killer in must cu 100 ppm ben- 
tonită, urmată de o centrifugare, nu alternează sensibil curba de supra- 
vietuire obținută după introducerea celulelor sensibile, 
^ Nu s-a observat nici o corelaţie între caracterul killer și producerea 
de SO; (la 60 tulpini-killer neutre $i sensibile studiate). Pavlenko a arátat 
că există dimpotrivă tulpini de S. cerevisiae killer care posedă o bună 
rezistenţă la SOs. Oxigenul şi agitarea atenuează mai mult sau mai puţin 
càracterul killer, în funcţie de tulpinile încriminate. O. . 
Există o diferenţă semnificativă între stabilitatea activității killer 
la mustul alb şi roșu extras prin macerare la. cald. În acest caz induce- 
rea de 109/, sediment killer nu modifică curba de creştere decît în cazul 
unei curbe de supravieţuire realizată la mustul alb. de bule 
„Young si Philliskirk (1975), Kreil şi colab. (1976) au constatat că tul- 
pinile producătoare de toxină killer a avut o influenţă considerabilă asu- 
pra fermentaţiei si calităţii berii si vinului. În cursul unui studiu .preli- 
minar:s-a fermentat în paralel un must cu tulpină killer și cu o tulpină 
lipsit: de capacitatea de'a' produce toxină,. viteza de fermentație fiind 


aceeași. În primul rînd s-a constatat că valorile pH-ului au variat. În vinul 
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produs de tulpina killer pH-ul a atins o valoare. finală de 3,97, iar in cel 
produs de tulpina sensibilă de numai 3,64, vinul obținut. cu; tulpina. killer 
fiind mai puţin acid. Într-un alt: studiu s-a: observat cà cele două tulpini 
de drojdii au descompus în t mpul fermentării: aproximativ, aceeaşi. canti- 
tate de acid malic, 24,60/ si, respectiv, 27,6%. Degustarea vinurilor fer- 
mentate cu tulpini, killer nu.a relevat nici o nuantà. străină pr ivind. aroma 
şi gustul. In. unele cazuri s-a, observat cà aceste proprietăţi, sînt mult im- 
bunătăţite dacă fermentarea se realizează cu tulpini : killer. Tulpinile de 
drojdii de vin killer sînt mai competitive și nu au.o influenţă negativă 
asupra calităţii vinului. Uneori vinul fermentat de tulpinile killer are C 
culoare anormală. Mustul iniţial de culoare galben- -verzuie a devenit roz- 
brun în timpul fermentatiei cu o “tulpină. killer, in timp. ce tulpina sensi- 
bilă! nu a produs, o schimbare semnificativă a vinului. 


Rosini. (1985) a: studiat efectul. unei . tulpini killer de S. cerevisiae 
asupra unei tulpini, sensibile, şi. a evaluat, efectul competiţiei | tulpinii 
killer: insámintatà în proporţii diferite asupra unei tulpini din aceeași 
specie, selectată pentru PARA si incapabilà să; producă. HS in, me- 
diu Difco BIGCY, în, fig. se prezintă evoluţia. fermentatiei | realizată 
de un amestec de celule killer (5094) și celulele sensibile H:S- (5007). 
Se observă cá după 24 ore s-a înregistrat 0 cantitate maximă de to- 
xinà si dispariţia celulelor” H5S^7, fermentatia fiind asiguratà ' numai de 
tulpinile killer. In acelaşi timp, s-a observat o uşoară reducere. a toxi- 
nelor. Un aport redus de celule killer în inocul determină - O reducere 
progresivă. a toxinei si o prezenţă mai puternică a celulelor sensibile 
H2S” în mediu. Intr-un raport de inocul K/S de 0,11% (1/9), tulpina 
killer nu mai este capabilă să rivalizeze cu cea sensibilă si la 24 de 
ore fermentația se realizează numai prin activitatéa tulpinii sensibile 
-H3S-. In această fermentație s-a relevat prezența. unei: “cantități reduse 
„de factor” killer după insámintare si totalà disparitie înainte dé 24 ore. 
Pînă la un raport K/S: de 0 „3300 (17 3) se observă o reducere gradată a 
activităţii metabolice. 


Din aceste. observaţii. se desprinde. concluzia. că mecanismul killer 
joacă un: rol important in. concurența dintre, tulpinile. de Saccharomyces. 
Utilizarea unei. tulpini killer este o garanţie suplimentară . pentru. ev Í- 
tarea contaminárii, Se sugerează ca în timpul. extragerii, mustului să se 
adauge o cantitate de. celule. vii (killer sau nu) .care să fie, însă într-un 
raport inferior de .10%4,. comparativ. cu celulele ce produc fermentația. 
Dezavantajul tulpinilor. killer . constă in instabilitátea la temperatură de 
cultivare de 37?C ȘI în condiţiile conservării pe termen lung la S DW 
fără reinsámintare, Numeroase tulpini. Killer îşi pierd total său par- 
tial capacităţile. de a produce toxină, trecînd din fenotipul killer in fe- 
notipul neutru sau sensibil. | 
Folosirea tulpinilor. killer in fermentarea mustului de. struguri, fa- 
bricarea vinului sake, „berii şi. a produselor de panificație prezintă avan- 
tajul obţinerii unui produs de. fermentație ce. provine de la o singură 
tulpină care prezintă “proprietăţi. biologice ce conferă: produșilor o ca- 
litate superioară. În funcţie de tipul interrelatiilor. stabilite între tulpi- 
nile K; N şi S, se pot:alege pentru scopurile industriale asociatiile care 
asigură o viteză. de fermentatie superioară $i o calitate: corespunzătoare 
produsului final. Caracterizarea diverselor tulpini killer dă posibilitatea 
specialistului să intervină; eficient în modificarea. raportului între tulpi- 
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nile K,.N.si 5, cunoscind faptul că fiecare tulpină K determină in cul- 
tură un, anumit. raport al tulpinilor si o anumită concentraţie de toxină 
în. mediul. de fermentație, expresie a informaţiei genetice. 


282. DETERMINISMUL, GENETIC AL CARACTERULUI KILLER 


Implicarea unui ereere Aa endeli (gene. plasmidiale — p; 
EXL, NEX, HOK) ån: controlul fenotipului killer a fost demonstrată ex- 
perimental.. Astfel, zigoţii 2n rezultați prin încrucișarea . unei tulpini 
Ki Rt. cujo tulpină K=-R-(KF RUNX K-H7) au segregat in. raport de 
AK ERE : OK-R- jar din incrucisarea KRE x KIR au'rezultat di- 
ploizi care au prezentat o  segregare qmtotiek- „de tip KYRÝ si Kr Rr 
(Bevan si Somers, 1969). Trásátura killer K, a fost tramsteratà prin in- 
termediul; citoplasmei, folosindu-se mutanta Kar 1 (defectivá in cario- 
gamie, Conde si Fink, 1976). Rezistenţa si producerea de toxinà killer 
sint controlate.de asemenea. de gene cromozomale- (MAK, KEKX; SKI, 
MKT, in și | norte Mirage: am i i 


sa. I d 2821. PARTICULELE VIRALE 


;; Adler si Mackenzie (1972) au demonstrat, pentru prima dată, pre- 
zenta..particulelor virale 'la. S. cerevisiae fără a'^se stabili vreo corelaţie 
cu ARNdoc, sau fenotipul killer. Particulele: virale au, fost detectate nu- 
mai la:S. cerevisiae, vo Trator yaneaa lupolitica 5» Kluyveromijces lactis 
(fig, 79)* faite 

Primele experierite- care au dovedit că Sitisulie ce conţin ARNdc 
sînt. asociate: ¢w-fenotipul killer au fost efectuate de Herring și: Bevan 


fe si au Si confirmate ulterior de Adler si es alin 


Fig. 79. Particule virus-like de la o tulpină killer de S. ce- 
l revisiae (Herring şi Bevan, 1974).' M A 


299 


Mentinerea si 
reglarea ` 
mentinerii 


` Expresia ' 


`: Replicarea ? 


scV.L (L 


., Exotoxina. 
vt " (toxina killer) 
: Fig. 80.. Reprezentarea diagramaticá a. interac- 
ţiilor : gazdá-virus,  virus-virus. . în': celulele 


. electroniscă C 
“în. celulele: killer K,“ de 


“virale ' (virus-like) 
© două clase ^ de ARNdc care 
„formează genomul 1L (Sc 
^ V—L) si genomul M(Sc V— 


. incapsidate separat, 
~ nele  capsidelor fiind iden- 
“tice la virusurile SC V—L si 


Studiile de microscopie 
au evidenţiat, 


S. cerevisiae, particule izo- 


- diametrice de 35 nm, asocia- 
"te cu caracterul killer si care 


contin ARNdcl. Particulele 


“conţin 


M).. Genomurile L si M sint 
protei- 


Sc V—M. Virusurile SC V— 
L sint particule: helper ce 


prezintă activități implicate 


în formarea proteinelor cap- 
sidei şi activităţi polimera- 
zice necesare ambelor viru- 


.Suri. Virusurile ScV—M sînt 


particule: defective care: ne- 


cesită atit prezenţa virusului 
^ ScV—L cât şi prezența . unor 


killer ki. / produşi secretati de' gazdă 
n RCM cy TD ; (fig. 80). - B 
. . Sistemul ScV de la S. cerevisiae este de tipul interacțiunii unui. vi- 
rus helper (ScV-L) si unul detectiv (ScV-M). În. acest sistem. defectiv 
virusul utilizează. proteinele învelișului de la virusul helper pentru in- 
capsidare şi prezintă, de asemenea, o informatie genetică proprie. Desi 
electrono-microscopic aceste două genomuri nu se deosebesc, ele diferă 
totuşi în privința unor proprietăţi fizice. | "OL rimo 

Structura genomului ScV. Majoritatea tulpinilor killer contin două 
specii de ARN ; ARNdc-L şi ARNdc-M separat incapsidate. Ambele mo- 
lecule de. ARNdc sînt duplexuri colineare cu aceeaşi lungime standard, 
fără incizii, regiuni monocatenare sau bucle (Bruenn si Brennau, 1980). 

© ARNde-L (genomul ScV-L). Este reprezentat de o moleculă lineará 

în lungime de 4,5 kb, compusă din două catene egale. Dimensiunea. va- 
riază de la o tulpină la alta, iar greutatea moleculară, calculată prin 
electroforeză în gel, microscopie electronică, viteză de sedimentare, rata 
de difuziune, analiza grupelor terminale si greutatea monocatenelor de- 
naturate, este cuprinsă între 2,1 X 109 d şi 3,4 X 109 d. 

ARNdc-L se găseşte în particulele intracelulare viruslike de 35— 
40 nm si 150—160 S. Oliver și colab. (1973) au relatat cá proteina ma- 
joră a acestor particule are gm de 75 000, cu componente minore de 
93000 si 37 000, ce reprezintă circa o zecime din cantitatea. proteinei 
de 75 000. | : 


Mitchell si colab. (1976), Vodkin (1977) au descris tulpini de droj- 
dii lipsite de ARNdc-L la care nu au evidenţiat defecte de creştere, re- 
A 1 ARNde- ARN dublu catenar.. 
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producere sau alte funcţii celulare. Aceasta sugerează că ARNdc-L este 
un „parazit“ esenţial. | imi * i & 
. . ARNdc-M, (genomul ScV-M). În. afară de. ARNdc-L, tulpinile killer 
contin si alte specii de ARN. “Tulpinile killer K1 conţin ARNdc-M1 cu'gre- 
utatea: moleculară. .cuprinsà  intre: "1,1X106—1,7X105, tulpinile K2, 
ARNdc-M2'cu greutatea moleculară. de 1,0X 106, iar tulpinile K3 ARNtüc- 
M3 cu greutatea moleculară de 0,87X 106 (Bevan si colab., 1973;;: Vodkin. 
și colab., 1976 ; Young şi Yagiu, DE 2c at da LARES, (Ic 
^; “Genomul, M codifică toxina killer. și probabil proteina: de rezistenţă 
care conferă celulelor killer imunitate la propria toxină. | i 

‘Vodkin şi: colab, (1974) au demonstrat pentru prima dată că ARNdc- 
M1 este.o plasmidă killer K1, prezentă în tulpinile killer si absentă în 
tulpinile sensibile. Fink si Styles (1972), Wickner (1974) au constatat eli- 
minarea ARNdc-M prin tratament cu cicloheximida si temperatură ridi- | 
catà. (4 | e | k 

Plasmidele killer sint menținute în celule de gene cromozomale..Stu- 
diul mutantelor supresive a plasmidelor killer K1 à evidenţiat că muta- 
tiile cromozomale afectează Numai. exprimarea informaţiei plasmidei, fără 
a'duce la' pierderea genomului M. Vodkin și colab. (1974) au constatat că 
o tulpină ce poartă o mutație a plasmidei killer; ce determină .un- fenotip 
superkiller, produce o toxină mai stabilă decit tulpinile killer de tip sál- 
' batice. WISAN | | v ('uN | 

Fiind.negată posibilitatea de infectie'de novo a celulelor. de drojdie cu 
Particule ScV, se consideră că singurul mecanism care asigură existenţa 
acestor particule este transmiterea lor în timpul diviziunii mitotice, meio- 
tice si al împerecherii. | 


„2.832. CONTROLUL GENETIC AL MENȚINERII GENOMULUI VIRAL 


„S-au identificat mai multe gene nucleare care controlează, direct sau 
indirect, mentinerea plasmidei M, în schimb nu a fost descoperitá.nici o 
mutatie nucleară care, are ca, rezultat pierderea plasmidei L. 

“Gene nucleare ce controlează menţinerea genomului L. Cu excepţia 
genei mak10, prezentă in tulpina K7, nu a fost identificatà nici o mutatie 
nucleară care să determine pierderea plasmidei L.. Rezultatele înregistrate 
de Mitchell și colab. (1976) au condus la ideea că tulpina K7 contine un 
ARNde-L, mutant, care a devenit dependent de gena MAK10 pentru re- 
Plicarea sa, Mitchell si colab. au observat că din încrucișarea unei tulpini 
killer ce poartă atit genomul L cit si M cu o tulpină mak10, 53 lipsită atit 
de genomul L cît și M, au rezultat segreganti nonkiller, lipsiţi de ARNdc- 
L si M. Din încrucișarea tulpinii K7 cu tulpina maklo ce contine ARNdcL, 
au rezultat doi killer cu ARNL si. M : 2-nonkiller mak10 cu ARNL. Din 
încrucișarea tulpinii S3 cu alte tulpini killer au rezultat 2 killer cu ARNL 
Şi M: 2 nonkiller mak10 cu ARNL. Sint dovezi, cá diferenţele dintre K7 
3i alte tulpini killer sînt de natură citoplasmatică (Wickner, 1981). Din- 
tre numeroasele locusuri care: afectează menţinerea plasmidei M1, numai 
locusul MAK3 are efect asupra plasmidei L. Tulpinile ce poartă alela rece- 
Sivă mak3 are de.10 ori mai puţine copii L, probabil datorità HOK (helper 
9f wer mper E Tus RO rac en ! [^ 

+ Mutante ale plasmidei L. Studiile recente au demonstrat că majori- 
tatea tulpinilor killer prezintă două forme diferite ale plasmidei (HOK 
3i NEX); una dintre ele fiind dependentă de gena MAK10. HRK 
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gregá nemendelian $ 


Plasmidele HOK sint elemente genetice extracromozomale, cáre se- 


- 


i sint transferate în timpul citoductiei. Wickner- $i 


Tohe (1982) au observat că .plasmida' HOK permite 'repl:carea mutantei 


defective M- (KIL-sd) într- 
killer. Pe baza diferitelor experiente s 


O'gazdă SKI*t, fiind definite ca helper pentru 
-a:emis concluzia cá plasmida HOK 


„este ori o formă alternativă a genomului L (mutantă), ori o plasmidă hel- 
per.pentru:KIL-sd si genomul: L.: in sprijinul acestei concluzii sint aduse 


următoarele argumente : 


patru ori ; 


PET18, dar nu necesită produsii altor. 11 gene MAK și MKTI, 
Sah ta 


— în absenţa HOK 


„numărul copiilor L descrește aproximativ de 


— HOR depinde, pentru menţinere si replicare, de MARŞ, MAK10, 


.— HOK s 


plineste, functia. replicatoare in mutanta defectivà M(KIL- 


* tulpinile L-o $-au dovedit si HOK-0. W% | 
. HOK se deosebeşte de alte plasmide (V, g; URE3,, ADN2um, E 
ARN20S) ` d ii pas 


'NEX este un element gene 


end „un elen tic nemendelian care împiedică exprimarea 
genei EXL. Replicarea NEX este. dependentă de MAK3, dar independentă 


de MAKA, MAK6, MAK? și MKT1. Dependenţa NEX de MAK3 si func: 


tiile sale helper sugere 
timp se presupune că N 


pini s-au dovedit a fi 
AVickner, 1982). 


CALE: 
NORMALĂ MAK3 


 MÀK26 
: MAK2I,MAK12 f: 


MAKT7, MAKT, 
SPEKE sd] 


Fig. 81, Modelul euristic al replicárii ARNdcM: 
ce. explică interacţiunea mutatiilor mak, ski 
(KIL-b) si (KIL-ed). Se presupune că, pentru 
ARNdcM nu este o cale alternativá pentru 
replicarea'plasmidei killer datoritá' proteinei 
ski gi kil-b. Se presupune cá replicarea plas- : 
. midei „killer, prin calea alternativă se rea- . 
lizeazá numai la fenotipul.superkiller.: Acest ,. , 
model presupune existența genelor skp a că- 
.ror produși sînt necesari pentru. calea alter- 
nativă dar nu pentru cea normală (Wickner,, 


298 


4 


ază că aceasta este o plasmidă ARNdc. În. același 
EX este o formă mutantă a genomului L. 


Majoritatea tulpinilor care sînt HOK sînt și NEX. Numai două tul- 


HOK NEX-o si niciuna HOK-o NEX (Sommer si 


“Prin tratarea unei tulpini L MOK NEX cu etanol, 2:propanol sau 
termic, au rezultat numai descendenţi HOK-o NEX-o. | > 


M ds RNA - 


fomes CALE |. 
MAK10/^ O OA ALTERNATIVĂ. 


o (Kitt 
MARI, MAL, |^ uy 
MAKS MAK B, 


'^ ARN REPLICAT 


1981). 


1 MAK =de la engl. maintena 


USKP C 


Din analiba acestor date 


'vezultă concluzia cà NEX poate 


fi o mutantă a genomului L, ce 
necesitá, activitate HOK sau cá 
HOK si NEX sint expresii func- 


tionale ale aceleiaşi plasmide 
(L?). în cazul în care HOK și 


NEX sînt mutante: ale gnomu- 


vlui L se presupune' că sînt de- 


pendente de MAK3, MAKIO si 
PET18 sau cel putin de MAK3 


(fig. 81). | 


Gene nucleare ce contro- 


leazá menţinerea genomului M. 


S-au identificat 29 gene, nu- 


cleare dominante notate M AK 
(MAK1,. MAK3, , MAK28) 
PET18 si SPE2 necesare men- 


tinerii genomului Ml. Genele 


"SKI'si KRB sint implicate în 


reglarea mentinerii. 


Genele MAK1. Mutaţia ori- 
căreia dintre aceste gene cro- 


miozomale are ca rezultat, pier- 


nce of killer (menţinerea factorului! killer). 


: 
m 


"(0867 ‘PITS 1$ our 
ZIHOR) ofmuostry ogeu *7** tonopyur oZexut[ --- :ojeorpuopt 
DU vOUIt9juoA00S.pOIpur o[o229jUPiPg JONA [MUSIS UI o1eat[d Das, 
ZWE JUI opuțIdna 92 2075209199 `Ç. V QOrj9u02 PUII Zg Hf £2 


EET 
ET 
-OSAS [ 
Eu" 
1 OL dou 
: ! 
^. - 94 r ACTEN E) 
zieng TIWN i 
Spo ! 
- dui 
03 Xa ildn s 
" 123 
63. = 
g od 
Zad «Don 
REI | 
2 1 643u 
: sd 
: l z dap 
3 i pa 
E . g0JU 
8155 : PRU 
dns á i 13% E a 
a E SA e DAP 2358 
FEGUE ES zipuza [2 Gai HAS 
o 84 i rzisYT gpd BEI Ar 
isọ - n um . Sdso 
“Ga SA: 
a Et A tasas 
, s - i] 
' LELE je FINS sapat. t 
: pod. eps 
* 4au c 
MAX AX AIX.— IX "x IX NEN T IA 


Javasiy 


~ OWH 


derea genomului M1 (ARNm1), fără a afecta genomul L. Mutantele mal%3, 
mak15, mak17, mak20, mak22 şi mak27 rezultá prin reducerea indepen- 
- dentă a temperaturii si ratei de creștere a gazdei. La tulpinile mak3-1, 
cantitatea de ARNdc-L per celulă este redusă de cel putin 10 ori, dar nu 
„este pierdut. Genele mak10, mak3, mak16, petl8 sint, de asemenea, ne- 
cesare pentru menţinerea plasmidei KIL-k2. Wickner (1980) a evidentiat 
“cel puţin o genă MKTI, care este necesară pentru: menţinerea plasmidei 
:KIL-k2, dar nu şi a KIL-k1. - 
Ei Majoritatea. genelor mak au fost localizate pe harta genetică şi, ca 
. “Şi în cazul altor grupe de gene înrudite, par a fi dispersate la intimplare - 
cu cel puţin o genă mak pe 15 din cei 17 cromozomi. identificati la S. cere- 
visiae (fig. 82). Rámin încă de definit alte gene mak. "Extrapolind cuno- 
stintele din genetica virală "și bacteriană, se presupune cá fiecare genà - 
mak are o funcție specifică, independent de prezenţa sau absența ARN dc- 
M1. EE yg d | NORD i ds i 
.. Genă PETI8 (PEST). Genele PETI si PESI sint in prezent conside- 
„rate ca o singură genă. Bevan şi colab. (1969) au: arătat că-mutantele pesl 
“controlează atit „funcţii mitocondriale (rho) cît şi: genomul M (fenotipul . 
“ killer). Theivendirarajah (1979) a localizat gena pesl pe cromozomul lI 
între locusul tipului de împerechere a/g .şi centromer. Mutatia pet18 
-are-aceleași efecte pleiotrope ca şi psil si a fost Jocalizatá în aceeași pozi- 
ie pe harta genetică, Se consideră că funcţiile genei PET18 sint separa- | 
bile. Gena KRB1 restaureazà funcţia MI, dar nu menţinerea în mutan- 
tele pet18 (Wickner $i Leibowitz, 1977). SI í me 


< .Gena SPE2. Cohn si colab. (1978) au demonstrat că gena SPE2' codi- ' 
“fică adenosilmetionin-decarboxilaza, implicată în biosinteza spermidinei 
“şi sperminei ; mutantele spe? fiind. deficiente in aceste substanţe. Mutan- 
tele spe2 prezintă 1/6 din rata normală de creştere, sint lipsite de geno- : 
mul M si nu sporulează. " ^t A. 


^ “Genele ski. Sint. gene .reglatoare care controlează replicarea geno- . 
mului. M. Mutantele recesive nucleare pentru oricare xlin cele patru gene 


nucleare sky1-sky4 au fost initial considerate superkiller, deoarece mani- 


ET | 


festâu activitate toxică crescută. Această activitate: se datorește numá- 


5 


rului crescut de copii M, ratei crescute de exprimare a genomului M, alte- . 


„ării produsului genei-M, care duce là mărirea gradului de stabilitate. În 


“afara numărului crescut de genomuri M, genomul: M mutant (KIL-sd) . 
poate fi menţinut în prezenţa mutatiilor ski, iar acestea supresează anu- 
mite mutații mak. Mutatiile ski2, ski3 si ski4 contin o. cantitate. mare de 
. ARNde-M, ceea ce sugerează rolul genelor SKI în “controlul menținerii 
plasmidei. Mutatia skil prezintă fenotipul superkiller, o scădere a ratei! 
de creştere și un conținut redus de ARNdc-M1. Mutantele duble constru- 
ite de“ Cohen si^colab. (1978) sînt capabile să. menţină genomurile -M: și - 
astfel rămîn killer-stabili. Mutaţiile ski ocolesc mutatiile mak, ceea ce 
sugerează cá produsii genei SKI 'sînt implicați în menţinerea sau repli- 
carea plasmidei. SKIL supresează toate mutatiile mak testate, cu excepția 
«nak16—1, în schimb ski2, ski3 şi ski4 nu supresează genele mak10; mak?. 
malct6-sau pet18, dar supresează alte gene mak testate (Toh-e si Wickner, ` 
1980). Prin contrast, atît mutatiile kexi, cit si kex2, implicate în expresia 


fenotipului killer, sînt epistatice asupra mutatiilor ski. Aceste date şi cele 
referitoare la plasmide:e mutante KILb si KILdc au dus la elaborarea unul 
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:model'referitor la interáctiile dintre diferite gene: Toh-e si | Wiekner (1980) 
-au Propus. existenţa unei. cái replicàtiye: alter Rotes ce deter mină er eJ 
reainumárului- de-copii.M. ~ 
Ls GenasK RBI1.-Mutantele: cromozomale: i ayha KRBI "să: car adem 
zează prin depăşirea dependenţei față de produsii: genelor MAKT $i PET18 
pentru-menţinerea si replicarea.genomului M.:Dintre genele mak: testáte 
numai: mak7?. si-pot18: sint: supresate.! 'Wicknier si Leibowitz. (1977) au-ară- 
tat- că IK RB1:eomplementeazà defectele funcţionale! ale ':mutantelor: pleio- 
-trope petI8, pentru: menţinerea. genomului M. “Mutantele. duble "KRE1 
pet18-sînţ.sensibile la temperatura de creștere. Mutantele. KRBI, spre.de- 
'osebire:de cele.ski, nu sînt superkiller şi nu sint. supresori ai traducerii. 
Wickner, (1981) :a sugerat. cá: mutantele KRB1 sînt constitutive pentru o 
enzimă : necesară . replicării plasmidei killer, care in niod. normal este 
indusă de MAKT si PET18..Mutantele KRBl apar: cu o! Vn coală foarte 
mare si: prezintă o frecvenţă de reversie neobisnuit de înaltă... | 
| „Au.fost identificate mutatii ale: genelor. plasmjetiale. si: ie genomului 
gazdă, care afectează exprimarea genomului M. = : 
| Mutatii ale. g genelor nucleare. “Au fost, identifieate" trei. im :sec, hex 
şi rer. î 
; Mutantele sec, determină incapacitatea "P, a. Statală eee Enel niae 
ca, de: exemplu, fosfataza acidă si invertaza, funcţie, de temperatură. Unele 
mutante. sec acumulează vezicule, membranare. de 80—:100 nm.. Bussey 
consideră că -una dintre aceste mutante. secl acumulează protoxină a 
temperaturi: nonpermisive, fiind, probabil, defectivă în fuziunea vezicule- 
lor membranare cu membranele celulare.: Deoarece aceste. fuziuni sint 
sensibile ;in. transformarea: pro- și, exotoxinei in proteina de sozislența, 
s-a presupus că mutanta secl blochează. această transformare.. 
Mutatiile kex- afectează, de asemenea, secreția proteinelor. dar, spre 
deosebire de. sec,:nu sint letale. Au:fost identificate mutanta per, kex] si 
kei, ambele afectind productia toxinei. 
^. Experiențele. in. vitro. au . demonstrat implicarea, ARNdc in sinteza 
toxinei: killer. .-; i57 


Mutantele kexi nu produc exotoxina killer, dà: sint. aparent” de:tip 
“sălbatic .pentru alte-exoproteine. Mutantele kex2 sînt defective în etapele 
finale ale prelucrării proteinelor. care sînt esenţiale pentru Vneptii le pro- 
teinelor (exotoxina killer și feromonul ix);;dar nu pentru secreție. : 

Mutantele rex sînt defective în exprimarea rezistenţei. Ca şi hea și 
sec -mutantele: rex: si defective în mies ping finale ale preluerării pro- 
tov i 

.'Mutatii ale Manlidelor killér care afecteazá kiréiifitieren: genomului M. 
Mutatiile 'genimului M variază de la mutatiile punctiforme” în 'mutantele 
neutre (KIL-n), la deletii - profunde in mutantele supresive sensibile 
(KIL-s). Toh-e și Wickner (1979) au arátat'cà ARNde-M poartă o genă 
(situs sau produs): cate'la multe tulpini de tip sălbatic este esenţială pentru 
menţinerea si replicarea ARNdc' MI. Toh-e si Wickner (1979) au izolat (e 
plasmidá killer mütantá care a putut fi: menţinută în tulpinile ski, dar nu 
şi în cele de tiv sălbatic: Această mutantă a fost denumită plasmida dépen- 
dentă de ski: (KIL-sd) Deoarece: această plasmidă killer. a fost pierdută 
‘din tulpinile 'de'tip: sălbatic, Toh-e şi Wickner: presupun că această plas- 
midă ete: defectivă în funcţia necesară menţinerii sale. Ocolirea: acestui 
defect de cátre*mutante ski—-este similară ocolirii mutantei cromozomale 
mak-. de:mutatiile ski”, 'ceea ce sugerează că produșii genei MAK inte- 
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ractioneazá.cu poziţia sau. produsul definit de HKIL-sd pentru replicarea 

'plasmidei killer. Toh-e și Wickner-(1980) au sugerat ideea că KIL-sd. este 

mutanta într-un situs sau produs al ARNdc M1, care este implicat. in 

acţiunea grupului de gene MAK, ocolit de toate mutatiile ski (mak, maki, 
| mak, mak6, mak7, mak11, spe2 si posibil mak12, mak21. şi mak26). Plas- 
mida mutantă KIL-sd, izolată pentru:prima dată din tulpina mutantà ori- 
ginală .ski2— 2, se caracterizează prin incapacitatea: de'a se menţine in 
tulpinile de tip sălbatic ski $i sint dependente de nvatatia ski pentru imen- 
ținerea ei. Aceste mutante sint defective în menţinere, funcţie ce: este 
suplinită «de mutatia ski. Genomurile mutante KIL-sd au aceeaşi greutate 
moleculará ca şi genomurile M de tip sălbatic si se presupune-că leziunile 
apar probabil într-o regiune de control a genomului M: Încrucişările din- 
tre tulpinile KIL-sd si SKI au evidenţiat incapacitatea menținerii KIL- 
sd; fiind o dovadă că: aceasta: se moștenește nemendelian. Wickner a ară- 

„tat că plasmida HOK permite :menţinerea si replicarea KIL-sd chiar si 

in prezenţa SKI*. Se apreciazá' cà plasmidele supresive sint dependente 

de produsul genei MAK10 pentru menţinere. fe ge Braa a 

^ A Mutantele sensibile supresive au un genom (Ms) cu greutatea molecu- 

lară mai mică decit genomul normal M şi înlocuieşte genomul M în diplo- 

izii M/Ms. Prin studii de microscopie electronică şi analiza secvenţială a 

capetelor 3' s-ă demonstrat că genomul Ms.provine din genomul M, prin 

deletia unui segmeht din regitinea centrală sau o deletie a fost urmată 
de o repetare directà a'secvenţei rămase. Se apreciază că- secvențele delc- 
tate din plasmidele supresive sint necesare pentru efectul killer sau 
pentru rezistenţă. vl AE rera) np 
KIL-b. Plasmida KIL-b, descoperită de Toh-e si Wickner (1980) într-o 
colecţie de laborator, prezintă aceeași specificitate de rezistenţă ca plas- 
mida killer normală (KIL-k1). KIL-b conferă un fenotip superkiller, nu 

„ necesită produsii genelor MAK4, MAK7, MARII si MAKÍT si dependenţă 

de MAK3, MAK10, MAK12, MAK16, MAK?1, MAK?26 si: PET18:; Plas- 

mideie KIL-b supreseazá sau depăşesc unele gene MAK ale mutantelor 
ski. Pe baza acestei observaţii Toh-e/si Wickner (1980) au presupus că 
plasmidele KIL-b codifică pentru mutantele ski.” 

.* .. KIL-d. Mutantele KIL-d sînt dependente de diploidia celulei gazdă 
pentru menţinere şi exprimare. Plasmidele KIL-d nu prezintă fenotipul 
killer si sînt pierdute cu uşurinţă în tulpinile haploide: Tulpinile 2n care 

prezintă KIL-d sînt în mod-stabi- K*R*.. ^ > NL 

^; Mutantele. KIL-s au fost izolate din tulpinile killer (KIL-k) si neutre 
( KIL-n) si oferă date asupra sistemului killer. Pe baza comportamentului 
în incrucisári, mutaţiile KIL-s sint definite ca mutante sensibile supre- 
sive. Mutantele. KIL-s.sint.rezultatul unor.deletii in ARNdc-M si conferă 
gazdei fenotipul.K^7R-. KIL-s interferă cu replicarea. genomului de tip 
sălbatic (KIL-k) si desi mutantele KIL-s1 determină eliminarea genomului 
de tip sălbatic (KIL-k1) nu interferà între ele cu genomul iL, S-a-consta- 

. tat.cáà majoritatea descendenților ce rezultă din încrucișarea a KIL-k1X 

KIL-s1. sint KIL-s1. Unele. plasmide .KIL-s sint prezente într-un număr 

aproximativ de două ori mai mare decit M (Vodkin şi colab.; 1974). 

Mutantele. killer (KIL-k2), izolate: în timpul fermentatiei vinului şi 
berii şi din tulpinile colecției nationale a Angliei, reprezintă variante ale 
tulpinii: KTL-1, genomurile ‘lor: codificind toxine cu specificitate diferită 

(de.exemplu, toxina: killer kt omoară tulpinile care produc toxina k2 si 

invers). Încrucișarea între diferite tulpini killer din surse diferite a permis 
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- gruparea toxinelor în 4 catézorii K1, K2, K3 şi K4, care presupune exis- 
.fenta a cel puţin patru fenotipuri plasmidiale KIL-k1l — KIL-k4. Se pre- 
supune că probabil sint pudet intr is add punctiforme Haie si Bevan, 
1983). 
"Mutantele KIL- zi si KIL- HR sint aşa- -numitele mutante: sinucigase. 
Aceste. mutante produc toxina dar nu si determinanti de rezistenţă, 
. Mutatia KIL-n nu produce o toxină funcţională, dar este rezistentă la 
-toxină. „Genomul, Mn are acceaşi greutate moleculară ca genomul M, astfel 
că mutaţia este rezultatul unei “alterări. extrem de mici sau o mutație 
puncti for mă. Traducerea în vitro a ARNdc-Mn produce o pre-protoxiná 
aparent nor malà, Astfel.s-a ajuns la concluzia că mutatia tata, eter 
fie stabilitatea toxinei, fie prelucrarea protoxinei.. 


Mutantele.IKIL-sk conferă gazdei un fenotip super killer. ti unele tul- 
pini fenotipul superkiller se dator este creșterii de 2—3 ori a numărului de 
. copii ale:'cenomului M şi a creșterii stabilităţii toxinei (Palfree și Bussey, 
1979). Mutatiile KIL-sk prezintà o eficienţă crescută a transcrierii. | 

Mutaţiile! descrise (IKIL-b, d, sd, sk) afectează genomul M si probabil 
sint localizate într-o regiune de contr ola genomului aS ug cd . 

“Controlul genetic nuclear al menţinerii genomului M2. Tulpinile kil- 
Jer K2' contin ARNdc-L si M2. Genomul de tip sălbatice M2 (genotip KIL- 
k2) condifică toxina killer TOX2. Genele nucleare care controlează men- 
ținerea, genomului M1, MAK3, MAK10, MAKI6 si PET18 sint, de aseme- 
nea, necesare pentru menţinerea genomului M2. (Naumov şi Naumov, 
1987 ; Wickner, 1981). Wickner (1980) consideră că în PE genomu- 
lui M2 este implicată și gena dominantă MKTI1. 

 Mutatii ale plasmidei M2 cc afectează menţinerea. Nu a fost identi- 
ficată nici o plasmidă mutantă M2. Wickner (1980) a identificat un ele- 
ment extracromozomal (EXL) „ce segregă nemendelian și poate fi trans- 
ferat. prin citoductie. S-a constatat cá EXL exclude KIL-k2 din celulele în 

care sint ambele prezente în aceeaşi manieră în care KIL-sl exclude 
KIL-k1. Pe baza acestor proprietăţi de excludere şi a faptului că necesită 
pentru menţinerea genele MAK, HARS, MAK10 $i PET18, s-a presupus 
că sint ARNdc. 


282. 3. PRODUCEREA ȘI MECANISMUL DE ACȚIUNE AL  TOXINEL KILLER 


Wickner (1974), Wickner si Leibowitz (1970) consideră cá în afară de 
'ARNde-M în producerea unei toxine killer active sint necesare genele 
cromozomale KEX1 si KEX2. Mutantele defective in aceste gene. sint 
K-R*:si continuă să menţină plasmida killer. În afara incapacității de a 
produce o toxiná killer, tulpinile kex2 de tip de împerechere |v prezintă 
un defect marcat în capacitatea de reproducere ; nu secretă feromon g 
si nu răspund în totalitate la feromonul a. 

Defectul de împerechere nu este corectat prin adăugarea feromu- 
nului x normal. Celulele kex2 de tip de împerechere a se imperecheazá în 
mod normal si secretă feromonul a. În tulpinile diploide kex2/kex2 nu au 
loc stadiile finale ce conduc Ja formarea sporilor, desi are loc reproduce- 
. rea ADN; recombinarea meiotică si diviziunea nucleară. Nici unul dintre 
defecte nu a fost observat la mutantele:kex1 (Leibowitz si Wickner, 1976). 


Al-Aidroos si Bussey (1978) au identificat 3 gene cromozomale, krel, 
^r e2: și kre3 (killer rezistent) necesare pentru ca toxina killer kl să ucidă 
"o tulpină sensibilă, Mutantele defecta în krel'sînt de asemenea rezistente 


263 


la toxina killer k2.. Mutantele: defecte în krel şi kre? manifestá.o legare 
slabă a toxinei k1 la celulele: întregi în :comparaţie cu tipul: sălbatic: 
Mutanta kre3 nu a fost afectată (Wickner, 1981). PONENT B Et ada 

. Folosind aceste mutante si toxină purificată şi marcată cu ??S, Büssey 
şi: colab. (1979), au stabilit: că peretele celular este receptorul pentru 
toxina killer, Celulele de tip sălbatic leagă toxina cu o constantă de aso- 
clere:de 2X 106 M7! şi prezintă 1,1 10* situsuri: de legătură: per 'celulă, 
în timp ce mutantele krel și kre? prezintă un nivel foarte scăzut de'legă- 
tură. Wickner (1981) apreciază că pentru ca celula sensibilă să fie omorită 
sînt necesare: 2,8 X 10%: molecule: de! toxină. Bussey şi colab. (1979) au de- 
monstrat experimental că: legarea toxinei este obligatorie pentru a avea 
efect killer. A observat că digestia celulelor sensibile‘ cu zimoliază a dus 
la eliberarea unei: componente solubile nedializabile. cu. proprietăţile re- 
ceptorului, care asigură protecţia celulelor. sensibile: faţă: de 'toxină. Tra- 
tarea celulelor, sensibile cu toxină killer kl produce, după o 'temporizare 
de 40—50 minute la 22... 24°C; o lesare selectivă a: ATP intracelular. Sia 
potasiului cu o inhibiţie. coordonată a sintezei:tuturor macromoleculelor. 
In mod asemănător acţionează. şi toxina: killer K2 (Rogers, 1979 ; Wick- 
ner, 1981). Kotani şi colab. (1977) au observat că ionii de calciu anulează 
efectul toxinei. Folosind o tulpină killer de tip sake, a cărei toxinà prezintă 
specificitatea toxinei killer AI, Katoni si colab. au constatat ‘că după 
legarea toxinei k1, moartea celulelor sensibile insámintate pe mediu' bogat 
ce conținea 0,1 M calciu a fost aproape în întregime prevenită. Prin în- 
làturarea calciului din mediu, acţiunea toxinei s-a reluat.: Prin contrast, 
dacă celulele tratate cu toxină au fost însămînţate pe mediu. minimal; 
are loc o ucidere redusă, Includerea în mediu. minimal|de ADP 1:mM a 
stimulat efectul killer. Pe baza “acestor observaţii, Imamura şi colab. 


(1974), Kotani şi colab. (1977), Leibowitz (1981) presupun că efectul killer 
poate fi reversibil si ireversibil, blocat de Ca”, stimulată de ADP si in- 
sotit de scurgerea de ATP din celulă. Rogers si Bevan (1978) consideră cà 
produsul genei KRE1 este necesar pentru acţiunea toxinei K2, genele 
KRE2$i KRE3 fiind disponibile si sugerează ideea că receptorul toxinei 
K2 se suprapune peste receptorul toxinei kl, dàr toxina k2 prezintă un 


mecanism distinct de omorire a celulelor sensibile (Wickner, 1981). - 

,, Printre drojdiile care nu: aparţin, genului: Saccharomyces, probabil, 
cel mai interesant sistem killer a fost descoperit la Kluyveromyces lactis 
la care producerea toxinei killer. este asociată cu prezenţa a două plas- 
mide ADN liniar: (Gunge şi colab., .1981).. Mitchell .şi -Bevan (1983). au 
constatat că alte tulpini de K. lactis, care. produc o toxină killer. cu aceeaşi 
specificitate ca cea „descrisă de Gunge şi: colab. (1981), conţin. particule 
virale asemănătoare Sc V. şi specii de. ARNdc cu aceeași. greutate mole- 
culará cu genomul L al tulpinei K1 de S. cerevisiae... oo 


2.9. RECOMBINAREA GENETICA, 

Drojdiile; prin proprietățile pe care le prezintă, constituie un obiect 
preferat pentru studiul recombinării genetice, mitotice: şi” meiotice. Între. 
acestea amintim : împerecherea: 'bipolará, posibilitatea de menmntinere in 
stare haploidă si diploidă prin diviziunea mitotică, obţinerea relativ uşor a 
hibrizilor prin “combinarea sporilor sau: a.celulelor vegetative: de tip de 
împerechere opus, identificarea a numeroși markeri (peste 100) etc; 
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Interesul pentru studiul mecanismelor recombinării genetice a fost 
stimulat de observaţia că anumite substanţe mutagene si. cancerigene sint, 
de asemenea, recombinagene şi de datele: care indică faptul că recombina- 
rea genetică este uneori implicată în „controlul genelor la. procariote. $i. 
eucariote. jq ure i mM Nw 

.. Recombinarea cromozomală la S. cerevisiae se produce in trei stadii 
distincte din ciclul de viatà al celulelor diploide : recombinarea mitoticá in 
timpul diviziunii celulelor vegetative ; recombinarea meiotică în celulele 
diploide neangajate în haploidizare. după “transferul pe mediu care induce 
meioza ; recombinarea ineiotică în celulele în care se desávirseste meioza si 
ascosporogeneza (Esposito si Wagstaff, 1981). ` | "Ud s 

Recombinarea mitoticá intergenică si intragenicà se produce spontan 
in timpul cresterii culturilor de celule hibride cu rate inferioare recombi- 
nării meiotice spontane pentru aceleași intervale genetice: Frecvența re- 
combinării: per genom la S. cerevisiae este superioară celei intilnite la alte 
specii, de ciuperci, cum este de exemplu, Neurospora crassa, la care canti- 
tatea de ADN per nucleu haploid este aproximativ acceaşi, deşi lungimea 
totală a hărţii genetice este de numai 500 centimorgani. Recombinarea se 
realizează cu frecvenţă superioară mutatiei si constituie, probabil, cauza 
principală a instabilității celulei diploide si a puternicei variabilitàti geno- 
tipice si fenotipice. Frecvența recombinării, mitotice poate.fi stimulată de o 
varietate de tratamente (UV, radiaţii ionizante, substanţa. chimice. recom- 
binagene). Analiza genotipului diploizilor recombinanti, de origine spon- 
tană sau indusi experimental, a evidenţiat. faptul cá in celulele mitotice 
recombinarea genetică se realizează atit prin evenimente nereciproce (con- 
versia genelor) cît şi prin evenimente reciproce. Examinarea proprietăți- 
lor.recombinárii. mitotice evidenţiază mai multe caracteristici care disting 


recombinarea mitotică de corespondentul său meiotic. 


/29.1. RECOMBINAREA INTRAGENICA - 


Recomibinarea mitotică intragenică între heteroalele (ca de exemplu 
ml—1/ml—2) se studiază cel mai bine în cazul mutatiilor ce conferă 
auxotrofie, deoarece oferă posibilitatea selectării rarilor recombinanti pro- 
totrofi, folosind medii de cultură din care se omit anumite substanţe 
nutritive. | | pi Ta 

Prin determinarea genotipului recombinantilor diploizi se poate sta- 
bili originea recombinantilor intragenici — conversia genei sau schimbul 
reciproc. Din datele prezentate în tabelul 16 se poate observa că recom- 
binatii prototrofi ai diploizilor heteroalelici prezintă următoarele geno- 
tipuri: 4- --/m1—1 t, + ++ ml—2, TETTE /ml—1 ml—2. Geno- 
tipurile + 4 /mi—1+ şi J---/4-m1—2 rezultă frecvent și în procente 
aproape egale, în timp ce genotipurile ++/+ + şi ++/m1—1 mi1—2 
apar mai rar, dar cu frecvenţe aproape egale. Din analiza acestor date se 
desprinde concluzia că genótipurile observate sînt consecinţa conversiei 
genelor, prin formarea si repararea heteroduplexului. Este exclus schim- 
bul reciproc. În cazul unui schimb reciproc între:cromozomi omologi, îna- 
intea replicării lor; toti prototrofii rezultați ar fi trebuit să prezinte geno- 
tipul. -p+ /ml—1 ml—2 şi numai jumătate vor prezenta acest genotip în 
cazul-in care schimbul reciproc are loc între cromatide nesurori după du- 
Plicarea: cromozomilor. Deşi conversia genelor explică într-un mod satis- 
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x Priricipalele tipuri dé asce tesponsabile din di heteroa?elice, 
Ne : (Fogel, A Lusnack, 398). 


Mee - 


Tre ; VA die: Conversie asimetri- 
Conversie într-o singură poziţie 2 
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normale . aa E EEE II ORE DA ET SEUTEIOA Wo Yü32 T5EOPA CAEN TESTA n 
(9 eme m is p jua spere is 4 reciproci i 
3 xD [^5 d* ML RU S SETTE uut um 
eani sorde em ga unb 3 A AL Dump Pepe PI an 
mi — ml -r mi-r. mi ironia E [vm IA ml 4-5 
ml 4- «zo oc mi po mij U mi m2 24 m2. mi E má m2 
ml 4- Hoo mẹ m b o mim2 -om2. mi c mim? 
+ m2 Em2 mi m2: -p ISA Emn yA E «oc 
F ung dcm rmibeni2ai itor m eT TONS AT LEN TOR 
+ mo -4 m? o+ ma, o4-om2. 0 -om2 oo om20 umor :m2 
cR m2 is gie es. ipe: MA + m2 Ram? Tom *h ; m2 dpt 
hs Zip. Wt pw] | 
Nolă.. tud conversia “poziţiei + [m1. PAT "i aha 
B osi —  cohversia poziţiei + /m2 à; (A 


c —— conversia. B is. i 1 [m2 : bi 


pante apar renta náturá ner eciprocá zi evenimentelor implicate în. recupe-, 
rarea fecombinantilor mitotici 4 FHES FE [mi—1 mi—2, cu frecvențe 
aproape egale, nu este anticipată dacă recombinarea rnitoticà. şi. meiotică 
urmează aceleaşi reguli (Roman, 1963): “Prezenţa - genotipurilor obf Ltd 
şi ++ /m1—1 m1—2 indică faptul că celulele mitotice se angajează în for- 
marea de structuri Holliday simetrice foarte rar sau de loc în meioza celu- 
lelor de tip sălbatic (Espósito, 1978 ; Fosel şi colab., 1979). Roman: (1957), 
 . Roman si Jacob (1959), Holliday (1964) “consideră că recombinarea intra- 
genică. mitotică spontană, ca şi cea meiotică, se produce în asociaţie ne- 
“aleatorie cu schimbul. reciproc al markerilor heterozigoti care flancheazá 
 locusul conversiei heteroalelice, ceea 'ce sugerează faptul cá în conversia 
mitotică a genelor. ca şi în conversia meiotică intervine un. i REGCHESOF mo- 
lecular. comun.cu cel. din recombinarea TERI PRORAR i 


293. RECOMBINAREA INTERGENICĂ 


Recombinar ea (7 dense mitotici) “între. markeri heterozigoti, . dis- 
tribuiti in lungul unui cromozom, are ca urmare formarea de colonii sec- 
toriale care pot fi observate direct sau prin transferare, prin metoda spei 
cárii, care permit detectarea segregárii markerilor recesivi. 


Sistemul selectiv conceput. de Roman (1956) si variațiile sale au ' tost 
larg utilizate în studiul recombinării intergenice spontane si. induse. Teh- 
nica: elaborată de Roman ilustrează principiile. analizei sectoriale, .utili- 
zind. mutatiile. recesive- adel. si ade2. care. blochează. biosinteza. edeninei, 
avînd. ca rezultat producerea, limitată a, unui pigment „roşu. . an 


„Alte. mutații ade. blochează biosinteza adeninei in etapele. ce: pr ned 
blocárile: determinate de adel si ade2 si astfel previn acumularea pig- 


"mentului in segregantii dublu: 'mutanti: Diploizii' ade2/ade2 ADE6 ade, 
de exemplu, necesită adenină. și formează. colonii roșii: Prin transferarea 
acestor populații de celule pe mediu nutritiv, rar. se. observă: formarea 
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unor colonii albe si sectoriale alb-rosu. Coloniile sectoriale apar cu 0 
frecvenţă de circa 10-4 si foarte adesea sint consecinţa fie a schimbului 
reciproc între locusul ade6' $i centromerul său, fie al conversiei mitotice 
a locusului ade6. Coloniile: sectoriale ce rezultă ca urmare a conversiei 
genei-pot fi “deosebite de cele care rezultă în urma recombinării reci- 
proce prin analiză genotipică -a sectoarelor: albe și roșii. Coloniile secto- 
riale atribuite. schimbului reciproc sînt ADEG/ADEG în sectorul roşu, 
ade6/ade6 în sectorul alb şi homozigote pentru markeri distali faţă de: lò- 
cusul ade6, prezenţi iniţial în stare heterozigotă. Evenimentele: conver- 
sionale sint dovedite de genotipul ADEG/ade6 in sectorul roșu si ade6/ 


ade6 în sectorul. alb. E Pi ai ne 

“Studiul: coloniilor sectoriale, spontane şi induse, a evidenţiat cà se- 
gregarea combinată a markerilor linkati este cel mai adesea consecinţa 
unui singur schimb reciproc, în timp ce segregarea unui singur marker, 
flancat de markeri heterozigoti, este de obicei rezultatul unui eveniment 
de conversie genică. Această situaţie este, semnalată de starea heterozi- 
gotă (4- /m) într-un sector al coloniei și homozigotă recesiv (m/m) în ce- 
„lălalt sector (Esposito, 1968 ; Mortimer, 1969 ; Roman, 1973 ; Esposito si 
Wagstaff, 1981).. ru zo RR SN piv 

.Nakai si Mortimer (1969), Wildenberg (1970), Johnston (1972), Es- 
posito si Wagstaff (1981) au observat o fractiune de genotipuri care nu 
au-fost anticipate de datele meiotice. Aceasta include sectoare în care 
markerii cromozomali larg distantati prezintă conversie coincidență si 
cazuri in-care ambele sectoare ale unei colonii sint homozigote pentru 
aceeași alelă a unei poziţii heterozigote din. hibridul original, homozigo- 
tia producindu-se în vecinătatea unui schimb reciproc. Esposito (1978), 
Golin (1979) explică aceste excepții ca o dovadă că recombinarea mitotică 
a cromozomilor omologi este iniţiată în stadiul de două cromatide. 

- Există o unanimitate de păreri că. recombinarea mitoticá.se produce 
intre-cromatide-nesurori în stadiul de patru catene. În același timp, este 
acceptată ideea. formării unei structuri Holliday în stadiu de două ca- 
tene; care-nu este clivată si persistă prin dublarea cromozomilor in 
faza S. a mitozei. Acest mecanism ca și schimbul dintre cromatidele ne- 
surori în stadiu de patru catene are ca rezultat o: celulă diploidá ce con- 
tine două cromatide parentale ṣi două recombinante (fig. 83, 84). 4 

La-drojdii, împerecherea cromozomilor omologi si schimburile între 
cromatide au loc în meioză după faza premeiotică S, în stadii de 4 cro- 
matide si într-un stadiu echivalent de: mitoză. Prin analogie, se poate 
considera că în timpul mitozei recombinarea ar avea loc numai în timpul 
fazei Gs. Analiza genetică a segregantilor mitotici, efectuată de Fabre 
(1978), a arătat că recombinarea spontană sau cea indusă poate avea 
loc şi în faza Oy 


Pentru a stabili momentul in care-are loc recombinarea, Fabre a 
folosit, mutante, termosensibile cde, pe care le-a transferat in . timpul 
creşterii :de la temperatura  permisivă ;(24*C) la temperatura restrictivă 
(36°C), a urmărit diviziunea celulelor CDC* insámintate la timpi.dife- 
riti, în mediu lichid la 36°C şi a investigat cinetica inactivării celulelor 
cdc4 în timpul. inactivării recombinationale. Fabre a. constatat cá prin 
iradierea cu raze. (2. şi 4 krad) recombinarea a avut loc: la. 95 şi- res- 
pectiv 115 minute după iradiere, iar prin iradierea cu UV (12,5 şi 25 Jm?) 
recombinarea s-a. realizat după 130 şi. respectiv, 95 minute. Valori foarte 
apropiate au fost obţinute în' celulele crescute la 24°C, luate. la intim- 
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' "Recombinareain GT ^ ^ ^ Recombinarea inG2 ~. ya ada eina 
AdgéuADE GE ejti XARA B c Sb PERI 4» 
—- g De a PE real rio AA a - 
fhir, BLA iis i E D. ce oom e 
"| 'schimburi în G 1 - v. m „ Sinteza ADN . A 4. 
= detii, An RGG . Te ră T ia i. E e 4, 
A ——— BÓ t. HN c ^^ RE 
[qp "eri g C | Sinteza ADN -. 
-'] “sinteza ADN '- MG EL » AUI: 
yu C i 2 T2 Bc 
] a t be: 
Fig. 83. Schimb reciproc. între cromozomi nereplicati. RR 
din G; $i schimbul dintre cromatidele nesurori în G, ; EE i s 
(stinga). După replicarea cromozomilor recombinanti Structura Holliday 
din Gy se pot realiza; două moduri de disjunctie a simetrică: formată 
cromozomilor. Cromatidele 1: şi 3. separate de 2 şi 3 în G. 
sau cromaitdele 1 şi 4 separate de 2 si 3. Nici una T i Be 
din structurile de disjunctie nu poate avea ca rezultat 1A gu eire een comp emos 
o colonie sectorială sau un spot dublu pentru mar- WEE ME, ee eb 
kerii recesivi:;b şi :c. (dreapta). În: cazul recombinárii GOTTEN RUIN Bc 
in, G». rezultá.un spot dublu sau.o colonie sectorială : .. NE : e^ pg 
ce prezintă segregare pentru b şi c, cînd ,cromatidele BeH NM 
l'si 3 se separă de 2 si'4. Cînd cromatidele 1 si 4 Redi uU Li NU ias 
se.separü de 2 și 3, evenimentul de schimb nu este Eye d 1 ENT 
detectat: (Esposito şi Wagstaff, 1981).c/ | E27 ci: 


r | Conversia: 


Fig. 84. Recombinarea heteroalelicá:$i schimbul asociat în 4 Lx —— 
stadiul de patru catene :(G2). După faza S două cromatide BEAT DEE tu! 

nesurori (2 şi 3) participă la formarea unei structuri Holli- 
day siinetrice. Pentru a obţine colonii prototrofe sectoriale, 
conversia cromatidelor. 2 şi 3 va:da un recombinant + +. it / PL 
Izomerizarea si clivajul, catenelor. încrucişate: din structura . Ter met temm 
Holliday, in configuraţia recombinatá pentru.markerii tes- 227,2 2———————rL—-— 


taţi si segregarea cromatidelor 1.si 3 separat de 2 si 4 in AEN CERE „bC 
mitoză, determină formarea de. colonii + + prezentind se- Izomerizare şi 
gregarea markerului ` distal. Porțiunea :Bc/Bc va prezenta” v: „Clivare 
genotipul. ++/+ 2. şi porţiunea - bC/bC genotipul +:+/1+. ze 


Genotipul coloniilor sectoriale este acelaşi chiar în cazul in | Ll... 
care. cromatidele recombinante (2 şi 3) formează un hetero-  —32 (got a ii 
duplex într-unul dintre. situsurile mutante. Generarea aces- E $5 


tor.sectoare necesită numai ca: structura recombinantá :+ + PE E MSI 
a, fiecărei, cromatide să se formeze pe catena ADN. trans- |...  . __. E 
scrisă ; --- lanţuri ADN sintetizate în timpul fazei S (Fogel, ap 
y “Mortimer, Lusnak, 1981). ji S * 


plare, iradiate şi transferate in mediul lichid la 36°C. Aceste rezultate au 
dus la concluzia că recombinarea” a avut' loc curînd după iradiere s! 
înaintea vreunei inactivări celulare semnificative, în faza Gy, în ‘absența 
replicării majore a ADN şi tot atit de frecvent ca şi în Go (Anghel s! 
colab., 1985) (fig. 85 si 86). . k „Deta piete ii E. pl rii sa 
Identificarea unor recombinanti diploizi' in primele stadii ale me- 
iozei presupune: că, într-o fracțiune 'a replicatiilor premeiotice, împere- 
cherea efectivă şi recombinarea -pot avea loc în absenţa unei' secvenţe” im 
prima diviziune meiotică. i M a Rer 
Sherman si Roman (1963) deosebesc douá perioade de récombinare 
la drojdiile heteroalelice, în funcţie de timpul menţinerii. celulelor “pe 
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bs Structură Holliday: 
i formata î in G1 


Dis, junctie Mitotică 
Coloni d Colon r: 


sectoriale 2% nesectoriole 
dg. tonc 


4312 se Bă bC 
ES C. nA C 


msc na Ens Bc 
Fig. 85. Structurá Hol- 


liday formată în Gu. 


urmâtă de replicarea 
cromozomilor are ca re- 


zultat. formarea de. co-. 


lonii sectoriale sau spo- 
turi duble; Înainte de 
faza S .se. 


E structură- Holliday 


prin. schimbul . catene- . 


lor simple de ADN, 


de  aceeasi 


încrucişate nu sint cli- 
vate înainte de dupli- 
carea cromozomilor, cro-. 
matidele  Tezulate au 
aceleași  genotipuri ca 
"acelea generate de cros- 
sing-over în G, între 
; cromatidele nesurori. 
Cind cromatidele 1 şi 3 


se-separă de 2 şi 4 re- 


zultă - o. colonie:. secto-. 
rială, ce prezintă segre-: 
garea, markerilor . vece- 
sivi-b şi €; === ADN 
sintetizat în timpul fa- 


zei S-a: mitozei (Espo- - 
sito si Wagstaff, 1981)... 


Jo 


formeazá: 


‘polaritate | 


chimică. Cînd catenele ^ sia) lui 14+/+2,în 4++/4++, urmată: de faza S şi segre- 


Ja 2 Bc må v. Be RA a Bc . 
me vor iio; cz oy des bC mu Y pC 
A ded dum. or OT 

i Asimetric Simetric 


"Fig. 86.  Recombipenes heteroalelicá Si Aene asociat 


în stadiul de două, catene (de exemplu. Gy). Conversia 
heteroalelelor. eu "un: schimb concomitent in. intervalul 


- distal, fapt ce duce la formarea a trei structuri: Holliday. 


în regiunea locusului heteroalelic (....) se pot forma două 


“tipuri de structuri asimetrice (i şi îi), structura Holliday 


care este simetrică în regiunea heteroalelelor conţine 
regiuni heteroduplex în ambele braţe. Fiecare: dintre cele 
trei structuri prezintă simetrie distală faţă de locusul he- 
teroalelor pentru a facilita vizualizarea conversiei şi con- 
secinta duplicárii cromozomilor fără clivarea catenelor 
încrucişate din structura Holliday. În fiecare caz, colo- 
niile sectoriale prototrofe rezultă din repararea (conver- 


garea cromatidelor 1 si 3 separat, de 2: şi 4. Structurile 


"asimetrice produc clone sectoriale heterozigote pentru 


aceeași alelă din porțiunile Bc/Bc si bC[bC ; ..... regiuni 
de sinteză: a ADN în .timpul transferului de: catene: asi- 


„metrice ; —--- catenele ADN sintetizate în timpul fazei S 


(Esposito. si Wagstaff, 1981). 
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uneori produsă după replicarea ADN-ului. Aceste concluzii sint confir- 
mate prin studiile de selectie a prototrofilor efectuate de Rodarte si colab. 


(perfecte pentru. studiul recombinării) nu are loc dublarea cantitátii .de 
ADN in mediul de sporulare. in contrast cu această comportare, in tul-. 
pinile disomice pentru cromozomul III heterozigote pentru locusul-tipu- 
lui de împerechere si heteroalelice pentru locului leu2, are loc dublarea 
ADN-ului si se evidenţiază o creştere vizibilà-a frecvenţei -prototroților 
pentru leucină, similară cu a diploidului. ^ ` 

Relaţia dintre recombinarea mitoticá, intra- și intergenicá si, repli- 
carea ADN-ului a fost studiată de Wildenberg (1970). „Analiza ` genetică 
și cea -biochimică a unui număr mare de -pedigreuri -obținute` prin. ira- 
dierea unor culturi sincrone si, probabil, prereplicative cu raze X (3,3 
și 6,6 kr) au evidențiat că atit produsii reciproci cât Si cei nereciproci 
ai;recombinárii au apărut în stadiul de două catene, în celulele mitotice. 
i Esposito (1978) a propus un model” molecular al |recombinării mito- 
tice intragenice si intergenice în stadiul de două catene ce incorporéazá 
„caracteristicile mecanismului Meselson-Radding (1975). Modelul cu două 
catene: explică în mod satisfăcător. proprietăţile recombinării mitotice 
„spontane și induse si diferenţele dintre recombinarea mitotică și meio- 
pi: tatei acte M URN RUN a Ce Run artere diee 

- Datele. genetice. care indică faptul că: recombinarea mitotică se pro- 
duce în stadiu de două catene provin din studiul schimbului. mitotic 
spontan si indus ce are loc în tulpinile de tip sălbatic si tulpinile diploide 
 homozigote pentru. mutatia. hiper-rec-rem1-1.. Dovezi în sprijinul acestui 
„model au fost obţinute prin analiza genotipului coloniilor prototrofe. sec- 
toriale — rosu-alb.—'"in care un eveniment' de recombinare heteroale- 
lică in locusuL leu] saü trp5 au produs o pereche de celule-fiice proto- 
trofe Lew* sau Trp,* prin recombinare reciprocá pentru markerii. dis- 
tali. faţă de poziţia conversiei, inclusiv. ade5 (Esposito si Wagstaff, 1981). - 

Modelul cu două. catene prevede recuperarea a 9 genotipuri- dife- 
rite in locusul 'conversiei, avînd ca rezultat o colonie prototrofă. secto- 
rialà pentru markerii distali fatà de pozitia recombinării intragenice. 
Modelul recombinării în care sînt implicate patru catene, elaborat de 
Meselson si Radding (1975), explică în mod satisfăcător .principalele pro- 
prietáti ale recombinării meiotice si prevede recuperarea: numai a unei 
clase de colonii prototrofe sectoriale. Asemenea colonii prototrofe secto- 
riale trebuie să conțină ambele celule, ----/m1-1 +: într-un sector și 
++/+m1-2 în celălalt, alelele m1-1 si m1-2 fiind „aduse de o pereche 
de cromatide nesurori care nu au fost implicate în evenimentul asociat 
cu conversia. Analiza genotipică a coloniilor sectoriale prototrofe a dat 
posibilitatea recuperării genotipurilor recombinante în :care.au fost im- 
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plicate două catene. Clasa geno- 
tipică rezultată, din recombinarea 
în stadiul de patru catene 'a fost 


găsită rareori 'și poate fi generată... 
ssi de modelul cu două catene. Mo- 


delul recombinării în stadiul de 
:douá- catene confirmă 
Wildenberg (1970) care a analizat 
pedigree-ul recombinantilor hete- 
roalelici prototrofi indusi 
expunerea celulelor din G; la acti- 


unea.razelor. X. Wildenberg a con- 


statat că din cele 129 de pedigree 


'produse independent : Si care contin 


cel puţin o celulă prototr ofă HIS*, 


rezultate prin expunerea dallo s 
his1—135/hisl—1 la: acţiunea ra- . 


zelor X în doze de 3,3 krad şi 6,6 
krad, 77 celuie-mame si primul 
muguré au fost HIS+. Din această 
analiză rezultă” că. 


schimbul reciproc, se „produce a- 
proape exclusiv înaintea - dublării 
cromozomilor din celulele aflate în 


Gy şi tratate cu raze X (Esposito 


Si Wagstaff, 1981). 

Analiza sectoarelor prototrofe 
şi a; pedigree-lor evidenţiază: că 
heteroduplexul ADN. implicat in 


recombinarea mitoticá diferă de . 


corespondenfii lor meiotici in pri- 
vinta a două proprietăţi : regiunile 


heteroduplexului mitotic sint ade- 
sea simetrice, în timp ce hetero- 


duplexurile meiotice sînt aproape 
exclusiv asimetrice ; 


datele ` lui 


prin 


"recombinarea l 
heteroalelică, asociată sau nu cu 


ADN: 
Dara | 
Replicarea ADN mitotic si 
împerechere: greșită 


2 
2 


[Mitoza 
TIR F i WEUS. BEUS 
LEU2 ' leuz 
Gad ———— 
Replicarea ADN mitotic si 
“împerechere greșită 


leu2 


EU ieu 

| Mitoză - 
LEU2 IEU? leu? 

leuż 


. Fig. 87. Generarea duplicațiilor si dele- 
„„ţiilor prin schimb între cromatidele su- 


rori inegal (sus). Tulpina parentală ha- 
ploidă poartă o singură .copie a genei 


..LEU2.jnseratá in tandem-]la- nivelul sec- 


ventelor. repetitive de ADNr. Împereche- 


rea greşită a cromatidelor surori urmată 


de crossing-over determină formarea unei 
cromatide cu două copii LEU2 şi una cu 
nici o copie (jos). Tulpina haploidă paren- 
tală continind o copie a genei LEU2 in- 
serată în tandem cu alela mutantă leu2. 
Schimbul cromatidelor surori inegal im- 
plicînd alelele LEU2 şi leu2 poate genera 
o cromatidă cu 2 copii LEU2 si o copie 
leu2 si o cromatidá purtind o singură 
alelă leu2 (Esposito Si Wagstaff, 1981). 


heteroduplexurile par a fi mai. extinse in mitoză 


decît în meioză (Esposito si Wagstaff, 1981). Esposito si Wagstaff (1981) 
apreciază: că heteroduplexurile -asimetrice din stadii de două catene pot 
genera numai două genotipuri sectoriale prototrofe notate cu I si II in 
| timp ce heteroduplexurile simetrice pot genera toate cele 9' genotipuri 
sectoriale (tabelul 17). În consecinţă, fractia genotipurilor Pe repre- 
zintă o estimare minimă a fractiei conversiei mitotice care T3 hetero- 
duplexuri simetrice. prises Butt 
Cercetările experimentale au demonstrat dominas procesului re- 
parater in recombinare. Astfel, analiza genotipurilor locusului convertant 
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` Tabelul 17 
Gau RON. locusului, convertant al cetuleluretisce prototrofe 
(Esposito şi Wagstotf, 1981) , l 
j Genotipul in locusul conversiei 
I" | H pu Wad AE UY [Tu | IX 


1şi 3 


Cromozomii | 


` 


du heb E A O S 
A pe Pai eae o e E e o, Aa t 
asia dob cO Re Ro ko aie 
Dat a 2 cbe Di BEC 44 n 2 7132 


Clasele I—VIII sint diagnosticate pentru schimbul în stadiul de două: “catene. 


yon. IX ` poate rezulta dintr-un schimb in stadiu de două catene sau iri stadiu de patru 
catene. pes 
Clasele bsi “pot rezulta din. structuri Holliday . asimetrien sau simetrice ;. clasele II—IX 
| 4 gom ams iet U e t euin structuri Holliday simetrice. 


al eee Menden pr ototrofe si pedigree-lor'din' tabelul 18 demon- 


strează că perechile de baze împerecheate greșit sînt reparate cu. o -mare 
eficiență în celulele. mitotice. 


“Tabelul 18 


mipri claselor .de genotipuri DI-IX pe baza. ipotezei cá: heteroduplexul.. 
„neselectat include atit mi -1 cit si uc -2 (Esposito Şi Magetait, 1981) 
- Clasa geno- | ~> Repararea: greşită a [ heteroduplexului ` ANE RAUS ira e 
„tipică... area j “Pireeţia: reparării 
meth wes dr T31 ^ 4 H t 4 


Repararea unei baze imperecheate greşit 


34 magi ml — i + be UL opas "ww | 
V treer anrr ZA ve = -mi-—1-- 
ic mi, —2 fae miS 5 
vh ami 3-450 pl mi —1 od Qu 
XIII AT TIET DI vu iese a: Pin np => ml — 1. 
gs = m 2 mi-—1 mi—2 | 
yide ceni an osi a poii, E die Mai cană 
aae ipe . 2^ " WP m————————— mi/—2'—.4- 
i ani —41 EE mE Mea 1—2. 
vn al ee Mini i aa a ir ie AA LA 
PAE, i UN eot age 3e mi—2 ^ 
Repararea ambelor baze împerecheate gresit.. bs 
mieu i | : J"ü 
HI- Lat MUS UNE. — c + zt qnl-—1-;mli-2-2u 
O PNL e AE, E i zak 


[2 Ti 


, Fără reparare „| 


ma h ig | CE Fie au 
IV. A în dură IERTE su: EEE iai caute 


E s ma Hiii mi E 
ON LOMP set la ar wm oum e * 
Fără reparare ^F 
MOT TIENE i. 1—125 -r 
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Esposito si; Wagstaff (1981) au constatat că în cazul genei, leul, 97 
din 112. (87%) împerecheri greşite neselectate au fost reparate într-un 
diploid homozigot reml-l/reml-l. Toate cele 48 împerecheri greşite 
leu-c/ 4- au fost reparate la +/--, în timp ce din 49 imperecheri gresite 
leul-12/ -, 48 au fost reparate là +/+, si una a fost reparată la leu1-12/ 
leu1-12. In cazul genei trp5, din 96 de imperecheri gresite 91 au fost re- 
parate, Din 48 imperecheri greșite 45 au fost reparate la +/+, iar 3 la 
trpo-c[trpo-c iar din 48 imperecheri greşite trp5-d[--, 43 au fost'repa- 
rate, din care 40 la +/+ si 3 la trp5-d/trp5-d. Aceste date: sugerează 
faptul că repararea împerecherilor greşite in 2n rem1-1/reml-l se rea- 
lizează mai eficient decît la tipul sălbatic. — 3 


2.9.3. INDUCEREA RECOMBINĂRII -MITOTICE - 
ÎN CELULELE SINCRONIZATE : 


. Esposito (1968), Davies si colab. (1978) apreciază că atit conversia 
genei cit si crossing-overul sînt induse fiecare la nivel maxim în același 
punct al ciclului celular, iar punctul în care se produce inducția maximă 
depinde de agentul‘ utilizat pentru inducerea, recombinării., Esposito 
(1968) a observat că prin iradierea celulelor diploide sincronizate, cu doze 
subletale de UV si raze X, frecvenţa. conversiei si a schimbului. reciproc 
crește o: scurtă perioadă, înainte, de iniţierea sintezei ADN, atinge un 
virf şi apoi scade; pe măsură ce începe replicarea. Corelat cu variaţia 
ciclică a inductibilităţii recombinării a fost observată o .fluctuaţie ciclică 
a sensibilităţii celulelor la efectele letale ale iradierii (la doze mai mari 
decît cele utilizate pentru studiile” de recombinare). Esposito si Wagstaff 
(1981) au observat că celulele în faza Go tirzie care au prezentat o maximă 
à inductibilitátii recombinării se caracterizează, de asemenea, prin sen- 
sibilitate. maximă la efectul letal al UV, în timp ce celulele din G au 
manifestat inductibilitate minimă. şi radiorezistentà^ maximă. Davies 
Și colab. (1978) au evidenţiat diferente ṣi mai mari în inductibilitatea cu 
UV a recombinării mitotice între celulele prereplicative și celulele din S 
sau G,. În contrast, acidul nitros a prezentat un maxim foarte pronuntat 
al:recombinárii induse în celulele din S, cu un minim corespunzátor de 
supravieţuire. ' ^- a AEs: de t "ww obo n 

Fluctuatiile ciclice ale sensibilităţii la radiaţii, observate de Esposito 
(1968), Davies si colab, (1978), Brunborg si Williamson (1978) au sugerat 
functionárea unui mecanism reparator specific stadiului ciclului celular. 
care este dependent. de prezenţa cromozomilor reparati. Esposito si 
Wagstaff (1981) presupun că acest tip de reparare se produce prin schim- 
bul cromatidelor surori, în stadiul de patru cromatide. În acelaşi timp 
consideră că fluctuatia aparentă a inductibilităţii recombinárii în timpul 
ciclului celular reflectă o variaţie ciclică în împărţirea recombinării între 
schimbul cromozomilor omologi în stadiul de două cromatide si schim- 
bul cromatidelor surori în stadiul de patru cromatide. Recombinarea - 
indusă în fazele S si Gs implică in principal cromatidele surori. În baza 
sugestiei lui Reswick (1975) privind rolul recombinării : în repararea 
ADN-ului în: cazul conversiei mitotice a genelor indusă de razele X, 
Esposito si Wagstaff consideră cá repararea recombinationalü: în fazele 
S.si*G»'este mai eficientă. decit repararea recombinationalà din G, ce 
implică exclusiv omologi. Fabre (1978), utilizind celule diploide hetero- 
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alele AMT mutatiile termosensibile cde cu puncte de oprire, în G (cdc 
sáu CdC»5),. à "Observat cá conversia genelor indusă de radiaţiile Y. s UV. 
în celulele CDC, rezistente la temperatură, „poate avea loc in G. Impo- 
sibilitatea celulelor tratate de a continua ciclul celular: dincolo. de punc- 
tul de oprire, in absenţa. recombinării heteroalelice, presupune, cá. eve- 
nimentele reale induse trebuie să fie consumate, în [eg in stadiul de. două 
cromatide (Esposito si Wagstaff, 1981). 


br Campbell (1973) a demonstrat că, în diploizii . rezultati prin. împere- 
cherea. celulelor haploide iradiàte cu raxe X cu celule ; : haploide: neira- 
diate äre loc recombinarea mitotică. Ca si în cazul, iradierii cu raze AX 
a celulelor 2n, frecventa recombinárii a crescut ca o functie lineará a. do- 
zei. Cu toate acestea, segregarea markerilor recesivi a rezultat, în prin- 
cipal, mai curînd ca o consecinţă a conversiei genei decît a crossing-ove- 
rului care reprezintă cauza majoră a segregării după iradierea celulelor 2n. 
Faptul cá iradierea celulelor . haploide înainte de împerechere este re- 
combinagenică în celulele 2n, ar putea reprezenta un efect direct al in- 
ducerii leziunilor induse în ADN" genitorului iradiat, un efect indirect al 
inducerii. reparárii recombinationale a genitorului, iradiat, sau. o combi- 
nație a celor două. Fabre și Roman (1977) presupun existenţa 'unui sis- 
tem inductibil. În experienţe. au folosit ;o tulpină haploidă iradiată, dur 
blu mutantă. în locusul ade6 (üde6-21,45). și o tulpină 2m heteroalelicá 
ade6  (ade6-21/ade6-45), capabilă de imperechere (MATa|MATa sau 
MATa[MAT2).. Iradiérea genitorului haploid urmată: de împerechere .cu 
tulpina 2n Heteroalelicá a avut ca rezultat. o inducere ; semnificativă . a 
conversiei genei, în „ciuda faptului că cromozomul dublu mutant. iradiat 
nu putea fi implicat in conversie. S-a demonstrat cá aceastá inductibili- 
tate în poziția . trans este independentă de fuziunea nucleară. din încru- 
cisárile în care genitorul haploid iradiat poartă, mutatia karl- 1. Fabre 
si Roman (1977) au pus aceste rezultate pe seama. unui, sistem, de. recom- 
binare inductibil implicînd un produs difuzibil. 


Pentru estimarea. ratelor. de. recombinare mitotică Ld eni fie si in- 
tergenicá. se. folosesc metode statistice, dezvoltate pentru estimarea ra- 
telor mutatiei. Aceste tehnici includ.: metoda Luria. si Delbruck (1943) 
“prin, care. rata recombinării poate fi, calculată din numărul, de culturi 
dintr-o serie, care nu;a continut. recombinant ; „metoda; Lea şi: Coulson 
(1949) prin care rata recombinării poate “fi calculată din numărul mediu 
al .recombinării pe cultură ; metoda Drake (1970). prin , care recombinarea 
- poate” fi calculată pentru fiecare cultură, dintr-o serie, determinîndu-se 
ràtele cu medie aritmetică Si geometrică (Malone și colab., 1980). Moore 
si Sherman (1915) au determinat ratele spontane. ale recombinárii intra- 
genice à unei serii de celule de 2n heteroalelice ce implică, patru, hetero- 
alele ale „genei. [22 Ordinea celor patru mutații si a secventelor ADN 
care le înconjoară. au fost deduse din. analiza secventei aminoacizilor re- 
vertanţilor. celor pâtru heteroalele. Moore. și Sherman (1975) au comparat 
ratele spontane ale recombinării intragenice cu ratele de. recombinare 
mitotică intragenică indusă de razele X si UV şi de asemenea cu ratele 


recombinării meiotice spontane. și au constatat. cá ratele de.recombinare 


determinate: de UV ;si.raze X sînt foarte: asemănătoare dar. diferă. de 
valorile spontane ale recombinárii. meiotice.si mitotice. S-au înregistrat 


diferenţe între. recombinarea; meiotică si :mitotică. Malone. şi colab.: (1980) 
au măsurat ratele recombinării intergenice spontane pentru trei intervale 
ale cromozomului VII, folosind metodele elaborate. de Lea şi. Coulson 
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(1949).si Drake (1970) si au demonstrat, că schimbul intergenic mitotic 
spontan se, produce relativ mai. frecvent în intervalele proximale față de 
centromer decît în intervale distale. . ^. | T UTEG. 

Sistemele genetice descrise de Esposito. si Wagstaff : (1981) permit 
detecția numai a evenimentelor de: recombinare. care. implică cromozomii 
omologi sau. cromatidele - nesurori. "Crossing-overul ` sau. conversia. care. 
implică cromatidele surori. este în general, nedetectabil genetic: deoarece 
cromatidele surori au secvențe ADN identice. Singurele. excepții -de la - 
această generalizare sînt cazurile în .care schimbul: de cromatide surori 
iriegale. produce deletii Şi duplicatii ale regiunilor: cromozomale... - : 

.Detectia unor: asemenea schimburi de: cromatide surori inegale a 
devenit posibilă prin construirea a două tulpini de drojdii ce contin gene . 
precum. LEU2, introduse în aglomerări de gene ADNr repetate in tan- 
demi (Szostak si Wu, 1979) si tulpini de drojdii ce contin duplicatii in 
tandem-ale genelor nerepetate în mod normal, produse prin. transforma- 
rea cu ADN clonat (Hinnen si colab., 1978). Szostak si Wu (1980), folo- 
sind o tulpină haploidá ce conţinea gena LEU? introdusă în rețeaua în 
tandem a ADNr respectiv, au:observat cá'segregantii Lew- sînt produși 
cu o.rată de aproximativ. 5:10-4/generaţie. Prin analiza coloniilor sec- 
toriale Leut/Leu= care "probabil au rezultat din evenimente recombina- 
tionale, Esposito și Wagstaff (1981) au reușit să facă distincţia dintre 
schimbul cromatidelor surori și schimbul intracelular sau conversia ge- 
nei. Crossing-overul inegal în care sînt implicate „cromatidele surori va 
produce o cromatidă cu două copii ale genei LEU2 si una cu.o. copie. 
Schimbul intercatenar sau conversia genei produce o cromatidă cu o 
copie a: alelei LEU2 și una cu o copie. Hibridarea cu filtru cantitativ și 
analiza cu “enzime de restricţie au arătat că aproximativ jumătate din 
coloniile sectoriale (4/10 din coloniile sectoriale induse de UV și 4/7 din 
„coloniile. sectoriale spontane) contin duplicatia LEU2 rezultată din cros- 
sing-overul inegal: între cromatide' surori. Distanţa dintre cele două in- 
sertii LEU2 şi poziţiile duplicate ale coloniilor sectoriale variază între 1 și 
8 unități ADNr repetat (vezi fig. 87). Acest interval reflectă gradul de 
împerechere greșită care precede crossing-overul (Esposito. și Wagstaff, 
1981). Pe baza deplasării medii observată în timpul “crossing-overului 
inegal spontan, Szostak și Wu (1980) au estimat că rata crossing-overului 
inegal între cromatide surori din cadrul întregii aglomerări de: ADNr este 


de ordinul a 10-7? evenimente per generație. 


2.9.4. CONTROLUL GENETIC AL RECOMBINĂRII MITOTICE 


. Mutaţiile. genelor. ce afectează recombinarea mitotică oferă: 'posibili- 
tatea suplimentară -de a elucida: relaţiile dintre recombinarea  mitotică 
Si meioticá. În afara mutantelor rec: izolate direct prin fenotipurile lor 
de: hiporecombinare sau: hiperrecombinare, au fost detectate mutante im- 
Plicate în „controlul ciclului de diviziune celulară (cdc), sensibilităţii la 
radiaţii (rad). sau ' care afectează repararea ADN-ului deteriorat. Unele 
din. aceste mutante au efecte pleiotrofe extensive inclusiv : defecte de re- 
combinare în meioză si diminuarea formării si supravieţuirii ascosporilor; 
Bàáker si colab. (1976), Crandall si colab. (1977) au demonstrat că geno- 
tipul locusului tipului de împerechere al celulelor 2n este implicat in ex- 
Primarea. capacităţii de reproducere, sporulare, recombinare mitotică şi 
rezistenţă la radiaţii. Efectul alelelor tipului. de împerechere asupra: re- 
combinării mitotice. a fost observat de Früs si Roman (1968) care au sta- 
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bilit că sub acţiunea UV, 2n. MATa/MATa si MATa|MATa! produc de 
3—6 ori mai puţini recombinanti intragenici prototrofi decît .hibrizii 
MATa[MAT2o. Wagstaff si- Esposito (1981) au calculat ratele spontane! ale 
recombinării intragenice pentru patru loci heteroalelici, constatind cá ra- 
tele spontane ale. recombinárii sînt de 3—5 ori mai mici la hibrizii MATa/ 
MATa si MAToe[MATao decît lä hibridul MATa[MAT«. Analiza genotipu- 
rilor :coloniilor . „sectoriale rosu-alb Trp* ce aparțin ` hibridului MATa] 
MATa în care conversia la trp5 a fost însoțită de un schimb reciproc al 
markerilor distali a indicat faptul cà evenimentele recombinationale ob- 
servate implicá omologi' nereplicati, care sint produși! in stadiu de douá 
cromatide, ca în. cazul hibrizilor. MATaI MAPA, (tabelul 19). 


Tabelul 19 


"Genotipul: 'recombinanţilor. ?n. .heteroalelici prototrofi recuperati de hibrizii 
de tip sălbatic MATa] MATA, (Esposito şi Wagstaff, „1981), 


“Genotipul. prototrofilor.. 
Meteroaléle (i ; 


: i : — Total '| `. Originea 
Ee dedi Tit creciente od oda [sess ate | o SEE 
b'wpusbi Bosi gms (cR UR Iu 6m 
^ hisi-7]hisl-1- mak iara n "3 od Wi Misco s Lords; spontan 
|. his1-7|hisl-l — Ad ET. 6; "ON 104. induse cu UV 
- hisi-315/his1- 4 .40 (00 . ld tw 9 „129. induse cu UV 
i ilv1-2/ilp1-1 36 Serai 1 0 68: spontan 
-Hpl.bJipi-a 7 - Ln T Re mo 23 .| induse cu: UV 
BR IP 104 „102 S m pene 239 ; | spontan: 
NMU — von metil-uretan ; ; mi-l = : alela proximalà faţă de. centromer ; m1-2 = alela „dis- 


tală faţă, de centromer 


; ‘Se presupune. “că: celulele, 9n MĂTa/MATa. se nie oh mai: frecvent 
în. recombinarea mitotică decît celulele 2: homoalelice pentru: alelele ti- 
pului de împerechere care in. mod tipic sînt incapabile: de: meioză dar 
capabile. de. împerechere. 
întrucît recombinarea heteroalelică rezultă in NI din ființa! 
rea regiunilor heteroduplex si repararea împerecherii greşite, iar recom- 
binarea intragenică reflectă - modul de: rezolvare a structurilor Holliday, 
se anticipează ideea că unele mutante rec ar prezenta defecte în recom- 
binarea intragenicá, dar nu şi în recombinarea intergenicá și invers. Ro- 
darte-Ramon.. şi Mortimer (1972) au: consatat că mutantele reci si rec3 | 
se..comportă..ca: mutații din prima categorie, ambele prezentind defecte 
în recombinarea : heteroalelică spontană sau indusă cu raze X, dar sint 
aparent normale în privinţa recombinării intergenice indusă de razele X. 
Mutanta .recl nu afectează: sporularea, în timp ce: mutanta :rec3. dimi- 
nuează puternic sporularea, ceea ce sugerează rolul produsului genei 
REC3 în meiozá. S- -au identificat! mai: multe mutante [rec2 (alela rad52), 
rad51 (alela | anutb) si mms] ce. diminuează. “atît. recombinarea. intrage- 
nică spontană, si indusă cît şi recombinarea. mitoticá. intergenerică s] care, 
de-asemenea, prezintă defecte. in: ;meiozá.: Dintre acestea, rad51. şi rad52 


prezintă defecte in recombinarea meiotică. Mutanta rad52:; blochează, de 
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asemenea, interconversia homotalicá a alelelor tipului dè împerechere, o 


„altă manifestare a rolului ei în: recombinare: Moe Si epis 1980 ; 
Esposito si Wagstaff, 1981). . 


„Roth şi: Fogel (1971), Roth (1976) au -— mutante rec’ specifice 
meiozei, cum sînt conl, con2, con3. Aceste mutante manifestă recombi- 
narea .mitoticà. heteroalelică - sub acţiunea UV 'conducînd la prototrofe, 
dar prezintă defecte in: recombinarea heteroalelică  meiotică; avînd ca 
rezultat prototrofia. Rodarte-Hamon si Mortimer (1972) au obăbrvat că 
mutanta. rec4 al cărui efect de hiporecombinare mitotică 'este limitat la 
recombinarea heteroalelică în regiunea arg4, reduce, de asemenea, . frec- 
venta conversiei meiotice ce afectează o singură poziție care conduce là 
prototrofie printr-o creştere relativă a frecvenţei conversiei meiotice A 
pozitiei linkate. Coconversia nu rezultă în recombinaréà alelelor. Espo- 
Sito si Wagstaff (1981)'au arătat cà produsul genei REC4 afectează modul 
in care: rcgiunile heteroduplex sint. reparate sau formate'la arg4 atit in 
mitozá:cit.si în meioză. Baker si colab. (1976), Haynes . si Kunz (1981) 
au identificat! mai multe mutante rad, defective in repararea. deterioră- 
rilor induse de, UV, incluzind atit mutante defective in repararea prin 
excizie cit si mutante defective in repararea predispusă erorii (errore- 
prone), care: după iradiere cu UV prezintă o capacitate crescută de re- 
combinare. Kern si Zimmermann (1978) au demonstrat cá rad3 (defec- 
livà în repararea prin excizie)' si rad6 (defectivă în repararea predispusá 
erorii) prezintă un fenotip de .hiper-recombinare atit pentru recombi- 
narea intragenică spontană. (conversia: genei) cît si pentru recombinarea 
intergenică spontană. Aceste rezultate ca-şi cele referitoare. la gena rad18 
(Boram. și Roman, 1978) furnizează dovezi că unele gene specifică funcţii 
ce repară. leziunile produse spontan, care acţionează ca substraturi pen- 
tru. declanşarea recombinárii mitotice. Funcţia specificată de“RAD6 este 
"implicată. de asemenea, în -meioză, deoarece mutantele rad6 nu formează 
spori. şi sint defective în recombinarea intragenică meiotică (Game si 
colab:. 1980). Game. si colab. (1979) au demonstrat că două mutante cde, 
sensibile la temperatură, cdc9 (defectivă in ADN-ligazá) si cdc21 (defec- 
tivă in timidilat-sintetază) prezintă activitate. de hiper-recombinare mi- 
toticá spontană, după o scurtă expunere la temperatură înaltă sau creş- 
tere la: temperatură . semipermisivă. Maloney (1977) a descris mutante 
hiper-recombinationale dominante MIC care afectează conversia spon- 
tană a. genei iar altele afectează atit recombinarea intragenică spontană 
cît și indusă cu UV, dar se pare că nici una nu afectează meioza, Golin 
şi Esposito (1977) au izolat o mutație semidominantá reml1l-1, care sti- 
muleazá recombinarea intragenică și “intergenieă spontană (Esposito și 
Wagstaff, Mss i 


12.9.5 CONVERSIA GENEI 


"Teoria. conversiei i genei a e ANT A de Winkler (1930), care a ex- 
plicat fenomenul de conversie ca un proces. fiziologic prin care genele 
se transformă din stare dominantă in recesivă sau invers. Winkler'(1930) 
a introdus termenul de conversie a genei pentru a explica segregările 
aberante. Termenul de conversie a fost reînviat de Lindegren (1953), care 
pe baza studiilor întreprinse la. Saccharomyces, Neurospora, Asper gillus, 


Ascobolus, Sordaria, a ajuns la concluzia cà alături” de schimbul reciproc 
(crossing-over) mai există un meacnism prin care se realizează recom- 
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meioză şi se exprimă printr-un raport nemendelian de segregare sau în 
mitozá, in care caz poate sá se manifeste prin mozaicism. in ultimul 
deceniu. studiul speciilor care se pretează. analizei ` tetradelor sâu''octa- 
delor, selectate si neselectate a: furnizat. o imagine destul „de : completă 
asupra recombinării. intragenice si a.condus.la ideea cà conversia genei 
reprezintă un. semnal al evenimentelor. moleculare care 'stau' la baza re- 
combinării. TI : meh erm PIE P EN 
„Dovezile oferite de analiza tetradică au fost completate prin studiul 
electrono-microscopic al structurilor intermediare recombinării: recuperate 
din celulele. intacte si de. caracterizarea-enzimelor codificate“ de. secven- 
ele ADN implicate. în recombinarea bacteriană şi virală; Dintre lucrările 
de sinteză referitoare. la conversia: genei amintim pe „cele elaborate de: 
Esser si Kunnen (1967), Emerson. (1969),. Mortimer 'si. Hawthorne (1969). 
Fogel si Mortimer (1971), Radding (1973), Hastings (1975); Esposito 'si 
Esposito.(1977), Pukkila (1977), Resnick (1979), Stalh: (1979), Rossingnol 
şi colab.: (1979), Petes (1980), Fogel, Mortimer, Lusnak (1981), Egel (1981), . 
Kunz si.Haynes. (1981), Esposito si Wagstaff. (1981), Fogel, Mortimer si 


binarea genetică, denumit : conversia: genei. Conversià “poate! să: apâră în 


Lusnak (1983)... p | 
„Principala, trăsătură care deosebeşte conversia genei: de: crossing- 
over'este absenţa sau raritatea produsilor reciproci: 

După: cum este cunoscut, un diploid heterozigot A/a produce asce'ce 
contin 2 ascospori A si 2: ascospori-a. Segregarea neregulată detectabilă 
prin” analiza: ascelor este ':o' dovadă a conversiei! genei. În : acelaşi timp 
trebuie: reţinut faptul cá abateri. de” la “raportul 2A : 2a |sint atribuite si 
Hist us TC MET altor “mecanisme genetice ‘ca de pildă 


Da E; è o 'aneuploidia, poliploidia, supresia: gene- 
$523 ne: s $ lor, genele complementare care contro- 
; AADIL gan -= leazá diferite .căi de biosinteză, genele 
de 80 108! polimere se controlează fermentarea 

b, ARON IE m 9 Pis unor glucide ca zaharoza si maltoza, 
ide v de A : polisomia. Conversia genei a fost pentru 
.0 o - o A prima. dată folosită în explicarea segre- 

m i B9, CALA in NG; gărilor aberante, în cazul: genelor care 
pre , bă b. e “controlează fermentatia inelibiozei, mal- 
Hadie o o e e  tozei si metilglicozidului. ^. za 
pie tel i i, 49 47 Atari 17, | Campbel (1981) a elaborato „nouă 
S DEA palid dei Pen A Sata tehnică; de disectiess apseionapadeege 
dj A e eine B: dea posibilitatea disectiel. sigure'.a: :se- 
l A i ex 2 z gregării postmeiotice ( pms). Acest pro- 
d o o " eb . tocol;denumit disecție pe plăci, permite 

| hih "gsb53  ab3:5. ^ transformarea tetradelor în octade. Da- 


Fig. 88: Diagrama diferitelor clase ^ torii acestei posibilități pentru oricare 
de 'segregare a tetradelor de. droj“ : marker simplues-au înregistrat 12 clase 
dii.. Clonele ;ascosporale : sectoriale TE NE TNIE : : P 
. determină convertirea tetradelor in... de segregări (fig. 88). In timp ce segre 
ociade (abc). Segregare normală carea 4+ :4-— este normală,- celelalte 
Si 1l clase de segregare oberante. ' ^ | d eM duo. 
Clasele din punctul d sint detectate 'segregári ^. (84 :0— sau .0- p :8—., 
numai dacă. markerii, externi sint piahi- saujz Vou Pit 76 45 10255sau 


potriviti (Fogel, Mortimer, Lusnak, » ZUM 
AAS LC SSB. se v5 .24-::6— ; 54- :3— sau 3+ :9—)im- 
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plică cîştig sau 'pierdere de copii informaţionale de către un cromozom 
ze seama informaţiei corespunzătoare conținută într-o secvență omo- 
loagă. Sînt dovezi care atestă cá segregarea 8+ :0— şi 0+ : 8— reflectă 
evenimente de recombinare mitotică, care se produc. înaintea declanșării 
meiozei. Se presupune că asemenea evenimente se produc în stadiu de 
patru' catene, în profaza meiotică timpurie, dupá reproducerea ADN. 
Conversia genei 4si are originea în heteroduplexul ADN (ADNR) tran- 
: zient. Fogel şi- colab. (1983): presupun că raporturile 6+ : 2— si 2+ : 6— 
indică repararea enzimatică a. ADNA, în timp ce segregările 5p: 3— şi 
3+ :5— reflectă imperecherile greşite persistente in ADN^ nereparate 
. Si rezolvate ulterior in primul! ciclu de reproducere postmeiotică. Se con- 
sideră că fiecare clonă cu spori sectorizati.reprezintá un pms. Segrega- 
rea pms reprezintă principala dovadă genetică a existenţei ADNh ; dacă 
acesta (ADNR) este generat simetric, pe fiecare dintre secvențele cro- 
mozomale, sau este format asimetric, numai pe o singură  cromatidă. 
“Pentru a deosebi conversia genei de alte evenimente genetice se reco- 
mandă utilizarea unor tulpini diploide heterozigote pentru un număr 
„mare de poziţii (15—20), larg distribuite în genom, unele linkate de cen- 
tromer, altele distantate de centromer, iar altele grupate si care flan- 
cheàzá poziţiile heterozigote de interes deosebit, Comportamentul normal 
“al cromozomilor, - printre ascele neselectate, este indicat de segregarea 
4-- :4—, pentru fiecare marker, iar ascele în care s-a produs conversia 
prezintă în mod tipic'segregarea neregulată numai pentru un singur mar- 
ker. În situaţia în care un marker central: manifestă o segregare neregu- 
lată, de exemplu 6+ : 2—, iar markerii Jaterali proximali si distali pre- 
zintà configuraţia normală de 4+ : 4—, se consideră că evenimentul con- 
versional este restrîns la segmentul ADN ce corespunde markerului cen- 
tral şi vecinilor săi imediati si nü se extinde in domeniile markerilor 
externi. Frecvent, markerii exteriori din asemenea asce conversionale 
suferă recombinare. reciprocă, cu o, pr obabilitate aproximativ egală. Co- 
relaţia pronunţată: dintre, conversie si crossing-over.a condus la ideea cá 
cele două procese sint. legate in: mod mecanicist (Fog el şi Hurst, 1967), 
că ele pot reflecta două aspecte alternative al unui singur eveniment sau 
proces de bază. Fogel şi. colab. (1979). considerá conversia ca un semnal 
al recombinării meiotice. cts 
În ultimii ani s-au elaborat numeroase ri ddeid Tuoi Mare pentru a` 
explica atît conversia genei cît si recombinarea reciprocă (Holliday, 1964 ; 
Stahl, 1969, 1 979 ; Paszewski, 1970; Hatchkiss, 1974 ; Catcheside, 1977 ; 
Fogel si colab., 1978, 1981 ; Rossignol si colab., 1979, -1980). Dintre aces- 
tea, modelul. elaborat de Holliday (1964) a stimulat . cercetările asupra 
recombinàrii-la nivel: molecular. În versiunea sa originală, modelul Hol- 
liday postulează formarea regiunilor simetrice de ADNRA, pe fiecare din 
cele două cromatide nesurori care interacționează (fig. 89). În regiunea 
în! care ADNh-ul acoperă o poziţie mutantă, cum ar fi o substituire de 
"baze, se. formează două împerecheri - greşite diferite de perechi de baze, 
în poziţia heterozigotá. Se presupune că imperecherile gresite de perechi 
de- baze: sint. corectate: prin intervenția a: două : procese enzimatice dis- 
tincte —-excizia unei singure catene, prin intervenţia unei: exonucleaze 
şi, resinteza sau înlocuirea de.către o polimerază, catena. intactă. servind 
ca matriţă, În acest proces este - implicată. întreaga lungime modală.. a 
segmentului ADNh nu numai perechile de baze imperecheate gresit. În 
acelaşi timp, fiecare membru heteroduplexat al perechii simetrice ar 
putea! fi “supus (sau nu), reparatiei în mod independent. În consecinţă, 


279 


Lp ot Sti A jamelia, ră 

Cool je Tiia riza . lle-Glir c]:A tiia 

et ci d gie denen A "ii e air i 
£ Ka 
G |c HEY 

App odd F^ fiai 

C-8 șI dis Tg A 6b ic 6 8 C ZA Ti iA 

gibo Aa d IEEE gos b 


.Fig. 89. Modelul Holliday ‘de: recombinare : in situjuri 
omoloage speciale (recombinatori), o enzimă taie lantu- 
rile cu aceeași polaritate. Lanturile incizate se incruci- ^ 
seazá.si se realizează” ligarea in noile poziţii. Structura! 
“Holliday rezultată poate: fi: reprezentată: şi sub. forma 
„literei. chi. și „poate .fi rezolvată în două "moduri. ‘O; 
incizie verticală va determina: formarea a două. croma- . 
tide ce nu prezintă crossover pentru markerii externi. 
În acest model, conversia apare atunci: cînd segmentul: 
„de ligare: (potch: — petecul) cade: pe un situs marker sU 
„unul dinte. heteroduplexurile rezultate (+/m) va fi co- : 
rectat eronat sau ambele heteroduplexuri : sînt corectate 
pe baza unui segment ce contine aceeași informaţie. În 

"primul caz rezultă: tetrade 5--: 3—:; sau 5——: 32; in^ 
al doilea caz '6+': 2— sau 6—:.2+..Ciînd corcetia cade ` 
pe dublete cromatide rezultă o segregare tetradică abe- ` 

rantă: de 4:4 (Fogel, Mortimer si Lusnak, 1981). 


segregarea:(4-.:2m.rezultá dacă are loc: excizia catenei care poartă. alela 
mutantă din, fiecare heteroduplex si este înlocuită cu o copie (proaspăt 
sintetizată) a informaţiei corespunzătoare. conținută in restul  Secventei 
de tip.sálbatic. Dacă ambele catene de tip sálbatic sint excizate si sin- 
teza de înlocuire are loc de-a lungul catenei matriti:a mutantei, segre- 
garea^are loc in raport de 2+ : 6m. Repararea unei singure imperecheri 
greşite — o împerechere greșită ráminind necorectată, generează o se- 
gregare. postmeiotică (pms) de 5+ :3m sau „34 :5m, în funcţie. de direc- 
tia. corectiei, : dacă. sensul. conversiei a; fost spre tipul sălbatic sau spre 
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cel mutant, În situaţia. în care ambele segmente ADNR nu sînt reparate 
Și are loc un singur ciclu de înmulţire postmeiotică rezultă o ască abe- 
rantă 44- :4m. La drojdii, această categorie distinctă se deosebeşte prin 
două clone. ascosporale sectoriale însoţite de cîte -o clonà de spori de 
fiecare tip parental. Alte cl 


ase de segregare-7+ :1m ; 1-+- :7m ;6+ :2m ; 
2d-:6m; 5+.:3m si 3+ :5m nu se încadrează usor in modelul original 
E , LÍ , 
Holliday. 


Lamp şi Wickramaratne (1973). sugerează 


că asemenea clase 
rezultă prin implicarea tuturor ce 


lor patru cromatide.: Un loc central în 
modelul Holliday este ocupat de o configuraţie cu catene încrucișate nu- 


mite uneori semichiasmă -sau structuri Holliday. ' Detectabile la: micro- 
scopul electronic, structurile Holliday rezultă prin incizie, derulare si 
realinierea monocatenelor ADN din cromatidele interconectate. Modelul 
Holliday a ADNh simetric, care a stimulat şi orientat numeroase studii 
experimentale şi teoretice, posedă o caracteristică specială și anume ge- ' 
nerează previziuni testabile în mod clar şi lipsit de'echivoc. 

. Analiza a aproape 25 000 de tetrade neselectate si in care există o 
penürie de structuri 44- :4m, precum si schimburi duble in care sint 
implicate douà catene. le-a oferit lui Meselson şi Radding (1975) baza 
pentru formularea unui nou model de recombinare (fig. 90). Elaborat pe 


baza! schimburilor simetrice: ale lui Holliday, noul model postulează o 
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fază asimetrică inițială în care “formarea ADNh.se produce pe numai o 
singură cromatidă. Produsul intermediar rezultat al recombinárii àr' pu- 
tea izomeriza, formînd: o structură Holliday tipică, de tip chi, care prin 
intervenţia: diverselor forțe produce segmente: de: ADN hibrid simetric. 
Se consideră cá droidiile generează foarte putin (sau deloc) ADNh si- 
metric, in timp^ce evenimentele'recombinationale.intragenice la Asco- 
bolus sint initiate in mod tipic asimetrice dar adesea se tetminàá într-o 
fază simetrică: Pînă în prezent, la drojdii, nu s-au descoperit mutații 
care conduc la formarea ADNh simetric.: Se presupune cá genele care 
codifică această funcţie. sînt absente în :genomul de la drojdii. 


..29.5.1. PROPRIETĂȚILE CONVERSIEI GENEI: 


"^.Recombinarea dintre segmentele ADN' omoloage poate fi 'studiatà 
sub formă de evenimente spontane sau induse în sistemele mitotic și 
meiotic. Necesară şi esențială pentru orice testare este capacitatea de a 
detecta segregarea postmeiotică în tetradele neselectate. Segregarea post- 
meiotică reprezintă probabil singura dovadă genetică a apariţiei unui, ADN 
hibrid. Conversia genei poate fi investigată folosind diverse, tehnici (pro- 
tocoale).: selecția 'sporilor recombinanti sau 'prototroji, analiza tetrade- 
lor:selectáte ce contin un spor:prototrof, analiza tetradelor: neselectate. 
Se preferă -tetradele selectate. care permit detectarea, calcularea şi cla- 
sificarea sporilor sau ascelor recombinate de tip sălbatic produși de hi- 
brizi heteroalelici. Prin încrucișarea m1l-+ X 4+-m2, in care mi-4- si 4-m2 
reprezintá alele derivate independent, se poate determina frecventa spo- 
rilor prototrofi (++), dintr-o populaţie de spori luaţi la întîmplare, sau 
frecvenţa ascelor: ce contin spori prototrofi. Rapide și relativ! uşor de 
realizat, aceste tehnici au condus la construirea unor hărți remarcabil 
de detaliate ale structurii fine a genelor care prezintă distribuţia spa- 
țială a diverșilor markeri mutanti într-un singur locus genetic (Esposito, 
1967; Korch si Snow, 1973). Studiul unei tulpini diploide heterozigote 
ml--[4-m2, în care m1-- si +m2 sint alelele proximală si distală, ofera 
informaţii suplimentare asupra mecanismului recombinárii. Analiza as- 
celor intacte selectate evidenţiază apariţia sporilor prototrofi, demon 
strată prin segregaréa.6-F :2— (sau 5+ :3—) 'a oriéárei alele; datorită 
unui proces de conversie sad recombinare reciprocă între alelele mu- 
tahies. | E a Dy, | faf ent 

În cazul: conversiei genei -proximale din direcţia mutație către tipul 
sălbatic rezultă următoarele tetrade : ++, mI--, --m2, m2+,.iar a ge- 
nei distale generează tetradele : ++; ml-4-, -+ml-şi: 4+m2. Conversia 
în direcţia opusă, de la tipul sălbatic la tipul mutant, a alelelor proxi; 
male si distală (24 :6—). dă naştere la spori ce poartă. două mutatii Și 
sînt absenti sporii prototrofi (m1--, m1+, ml m2, +m2 si mie, ml m2, 
m2--, m2--). Din 1081 tetrade selectate si analizate (Fogel si colab., 
.1981) care contin un spor prototrof, circa. 900% au reprezentat conversia 
62-:9—, a unei alele sau a celeilalte şi numai 10%% au rezultat ca 9 
consecintá a unui eveniment aparent reciproc intre cele douá poziţii mu- 


tante (++, ml m2, mi-- si. +m2) (Fogel si' Hurst, 1967). Conversia 
genei proximale a fost de circa 6—7 ori mai frecventă decit a gene! 
distale. Datele experimentale duc la următoarele concluzii : conversia ge” 
nei se produce mai frecvent decit crossing-overul dintre alele; conver- 
sia genei este puternic polarizată (alelele marker de la un capăt al locu- 
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sului sint mult mai susceptibile să sufere conversia în comparaţie cu 
markerul de la. celălalt capăt al genei).. Această. proprietate a conversiei 
genei este denumită polaritate. Polaritatea: sugerează faptul că în con- 
versia genei sînt implicate poziţii specifice. În- privința. comportamen- 
tului markerilor externi pe poziţia convertită, Fogel și colab. (1983) apre- 
ciază că 42:/ dintre sperii prototrofi sint recombinati pentru acest mar- 
ker, 121515204 rețin configuratia- parentală. O. distribuţie  foarte- diferită 
a fost observată printre recombinantii reciproci dintre alele. Aceste date 
confirmă existenţa unei strinse corelaţii între conversia genei şi recom- 
binarea markerilor externi. mării, eggs ; 1 
. Desi analizele bazate pe utilizarea ascelor selectate au evidentiat 
unele din proprietăţile fundamentale ale conversiei genelor, analiza com- 
pletă a ascelor neselectate a descoperit evenimente frecvente, necu- 
Doscute, "TEE | l | "t | 
2.9.5.2. CO-CONVERSIA 
Fogel si colab. (1983) au analizat mai. mult de 25.000 asce nieselec- 
tate rezultate din incrucisárile heteroalele in care au-fost implicate două 
Și trei. poziţii, constatind: apariția a 8. categorii de asce și a unor carac- 
teristici suplimentare: ale conversiei, Extrapolindu-se situaţia intilnitá là 
Neurospora, Ascobolus, Sordaria şi la Saccharomyces, produsii meiozei 
sint considerați octade (fiecare din cei: patru produşi meiotici suferă o 
diviziune mitotică regulată dînd. naștere la două celule surori, sau. doi 
spori frati). În: tabelul 20 sînt prezentate segregárile: normale. (4 4- :: 4—), 
Conversii într-o singură „poziţie, conversii . simetrice în. două : poziții si 
recombinanti reciproci. Conversiile care afectează o. singură poziţie de 
la tipul sălbatic la mutantă sau de la mutantă la tipul sálbatic sint mar- 
cate de. segregările :6-- :2— sau 24- :6— pentru fiecare alelă proximală 
sau distală (tipurile b, c, d; e) si sînt însoţite de 'segregarea normală de 
duds de Recombinantii reciproci:(tipul A): prezintă toate caracteristicile 
unui schimb între poziţiile heteroalele. : Conversiile simetrice în două po- 
Zitii (tipurile f. $i g) au fost identificate numai pentru ascele neselectate 
Și au: fost grupate. în: două subclase care implică o segregare 64- :2.— 
4.unei alele: însoţită :de o segregare simetrică 24 :6—-. pentru cea de'a 
doua alelă, Aceste evenimente. simetrice cu două poziții au fost -denu- 
mite, la sugestia lui Stadler, co-conversie. Fogel si Mortimer (1969) con- 
Slderá co-conversia ca Am proces de transfer informational Și : este: con- 
Secinta unui singur eveniment coordonat care implică înlocuirea: nereci- 
Procă a unui segment de informaţie genetică dintr-un omolog cu infor- 
„mMaţie identică conținută în secțiunea corespunzătoare a unui omolog ne- 
inrudit, Această definiţie poate fi- extinsă pentru a include interacțiunile 
dintre secvențele de ADN omoloage, indiferent de faptul dacă sînt dis- 
tribuite pe cromozomi: omologi sau neomologi, în cadrul unui singur: cro- 
Ihozom,: pe: acelaşi braţ sau: pe braţe. diferite sau: pe . cromatide surori 
(Fogel și colab., 1983).: EGS PAN prng ste 
„Dacă presupunem cá,'co-conversiile apar nu ca- elemente “singulare 
fe afectează "un: segment dat de ADN. ci ca evenimente conversionale in- 
dependente în două poziţii intragenice, în afara claselor co-conversionale 
Se pot prevedea  șase:tipuri ascale suplimentare ce apar într-un eșantion 
de asce neselectate (tabelui 20 g, h) si acestea să apară cu o probabili- 
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|a Tabelul 20 


Tipurile de asce așteptate dacă poziţiile heteroalele se convertesc independent. 
60755. o5 OEogel, Mortimer, Lusnack, 1981). 


1 $ : b 3 d 
a | b. | € d | e ja nm? | h. 
mk mí m2 AnBie MD i S 4 + m2 TUn3 
En :mi.m2 -Hiat omi m2 +. + ++ 4Tom2. 44 m2 
+ mi m2 T A E -- m2 mi + ml + ml > 
HDF mi m2 ue-.tümpb m2 222 mt + ml: + ml -y 
+ + mi m2 mi ~ mi -+ + m2? ml = ml + -- m 
+ cT mi'm? mi + mi 4- mo ml -+ mi + LI m2 
mi m2 w euentum -- m2 mi mi mi m2 * mt —— -5m2 


mi m2 -+ + + m -im2ssumnl m2 emilem an 1+ m2 


tate egală. Analiza completă a 6 500 asce neselectate ce apartin la 5 hi- 
brizi isogenici a evidenţiat cá tipurile de asce g şi h, ce reprezintă co-con- 
versii, sint relativ comune si apar'cu frecvenţă de cîteva procente. În 
acelasi timp 's-a constatat că. celelalte 6 categorii au' rezultat rar. De 
fapt, tipurile a, b, c. si f nu.au fost observate niciodată şi în consecinţă 
Fogel si colab. (1984) au conchis că co-conversia reprezintă un: singur 
eveniment primar în ADN. Pe baza: acestei „observaţii, Fogel și colab. 
(1983) au emis ipoteza cá co-conversia implică mai curînd un segment 
de ADN de. dimensiune mare decît o regiune limitată, cum ar fi o'sin- 
“gură pereche de baze sau cîteva perechi de baze. Ei au observat că ale- 
lele aflate. la distante mari se “convertesc independent una de alta. În 
măsura in care distanţa dintre poziţiile 'mutante este redusă, prin ale- 
gerea alelelor mai apropiate, frecvența  co-conversiei. crește pe seama 
. conversiilor cu o singură poziţie. Coroborind datele mai noi (Fogel $I 
colab., Moore si Sherman, 1975 ; Clarke si Carbon, 1978) cu cele mal 
vechi (Fogel si colab., 1983), se estimează lungimea segmentului convertit 
la citeva sute.de nucleotide. Analiza à 697 asce neselectate, in care au 
fost implicate alelele marker arg4-4 si arg4-17 situate la capetele opuse 
ale genei structurale ce:specificá arginin-succinaza, a evidenţiat că din 
58 asce:de excepţie numai 3: au reprezentat co-conversii. jn contrast cu 
aceste date sint rezultatele obtinute din analiza a 3 156 de asce neselec- 
tate, in. care au: fost implicate mutatiile 'arg4-16 si arg4-17. dispuse la 
distante mici una de alta. Din 3 156 asce, 336 asce au segregat anormal, 
din care numai două au reprezentat recombinári: reciproce. 1/4 au fost ' 
evenimente: conversionale într-o singură poziţie, iar restul de 244 eve- 
nimente (75%) au reprezentat co-conversii. Date asemănătoare au fost 
obținute pentru mai multe locusuri cu distribuţie: largă pe genomul de 
drojdii. Fogel şi colab. (1983) consideră că segmentul convertit se poate 
întinde peste mai multe gene strîns linkate. Se apreciază, de-asemenea, 
că co-conversia este un fenomen omniprezent, în lumea vie, fiind dejà 
evidenţiată şi studiată la Drosophila melanogaster, Zea mays, Ascobolus 
sp., Sordaria sp., Spherocarpus sp., Schizosaccharomyces pombe, Sacchi- 
romyces cerevisiae, Chlamydomonas reinhardi si probabil și: la alte spe” 
cii (Fogel si colab., 1983). ! 
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2.9.5.3. CONVERSIA GENELOR ADIACENTE 


Datele experimentale au indicat că ADN-ul heteroduplex se poate 
prelungi dincolo de graniţele genelor adiacente. Analiza a 2 678 tetrade 
rezultate prin sporulareà hibrizilor ce conțineau: markeri cen6-his2: si 
SUP6-met10 plasați pe cromozomul VI, la intervale de: 21; 6,5 şi 2,1. cM 
a evidenţiat 40 de conversii coincidente pentru perechea his2-SU P6 asi 
17 pentru perechea SUP6-met10. Din cele 40: de evenimente coincidente 
numai 8 s-au dovedit a fi co-conversii. În schimb ele s-au convertit ca 
entităţi independente ADNR care se întind pe un locus si nu s-au extins 
pe: locusul 'adiacent. În cazul SU P6-met10 's-a. întîlnit o situație foarte 
diferită. În, această regiune cromozomală particulară s-a observat o. dis- 
continuitate între SUP6. şi met10 în frecvenţa: conversiei, fiind de 13% 
fată de 1,194. Totuşi mai mult de jumătate din conversiile ce afectează 
locusul met10 se întind proximal pe aceeași catenă, incluzind si SUPG. 
Aceste date demonstrează că locusurile adiacente pot fi incluse într-un 
singur heteroduplex,: iar: limitele genelor nu reprezintă bariere pentru 
propagarea ADN-ului hibrid. Concluzii asemănătoare s-au desprins din 
studiile efectuate de Bassel si Mortimer (1971) pentru grupul gal17, 10, 1 
Și de Fogel și colab. (1983) pentru thr3-hisl, SUC1-MALI si trpl-gal3. 


, 29.54. CONVERSIA INTRACROMOZOMALA ' 


"In: ultimii ahi, definiţia: conversiei genelor ca un transfer informa- 
tional: nereciproc (asociată sau nu cu schimb de markeri externi) a fost 
lărgită şi extinsă datorită potentialitátilor experimentale. inerente in: ma- 
nipulárile de ADN recombinant. Petes (1980), Botstein si Davis (1982) au 
elaborat metodologii pentru. a identifica, izola și clona gene - specifice. 
Astfel, Scherer și Davis (1980) au introdus diverse alele his3 în mai multe 
Poziţii diferite. de: pe genom si au demonstrat: că recombinarea sau con- 
versia. genelor dintre. segmentele: ADN comparabile situate pe cromozomi 
heomologi se poate produce la. frecvenţe scăzute, previzibile. Rezultate 
asemănătoare au fost obţinute de Fink (1983) cu his4. Petes (1980), Klein l 
și Petes (1980), Szostak si Wu (1980), Jackson si Fink (1981) au relatat 
producerea.cónversiilor.de gene între secvențele -omoloage duplicate în 
tandem invers care apar ca urmare a integrării in poziţiile cromozomale 
in locusul genetic corespunzător sau în apropierea sa. Acest transfer ne- 
reciproc de informaţii a fost denumit conversia întracromozomală a 
genelor. | ed T fri I! Sp 

. Termenii de: „recombinare intracromozomală!* sau „conversie“ ini- 
Plică recombinarea între cromatide ataşate aceluiaşi’ centromer sau reż 
combinarea catenelor surori, precum şi recombinarea între secvente re- 
Petate din cadrul unei singure cromatide, .. aini Tg Peg dentia CE 

. Analiza conversiei genelor a insertiilor si 'deletiilor pot furniza in- 
formații valoroase privind topografia- împerecherii cromatidelor în me- 
ioză, structura “complexelor sinaptinemale, frecvenţa si lungimile impe- 
techerilor in orice poziție simplă. Estimările co-conversiei influenţează 
“supra „lungimilor segmentelor de împerechere; în timp ce: datele con- 
Versiei într-o singură poziţie produc. estimări minime pentru frecvențele 
de împerechere din regiuni particulare. | Mt teb 


du 
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2.9.5.5. FIDELITATEA CONVERSIEI 


Modelul orginal al lui Holliday (1964) privind conversia: $i recom- 
binarea genelor a condus la ideea cá excizia perechilor de: baze impere- 
cheate gresit, urmată de înlocuirea randomicá, reprezintă o :sursă de di- 
versitate alelilcă: Studiile întreprinse de Roman și Jacob (1958), Zimmer- 
mann (1968), Fogel si Mortimer (1970).au condus la ideea că o' conversie 
a genei este un proces în esenţă. conservativ, că niciodată. nu creează și 
nu distruge. informaţia! genetică. Se apreciază că fenomenul: de conversie 
a-genei operează cu fidelitate. şi implică înlocuirea: informaţiei genetice 
din segmentul de ADN, cu informaţia conținută in segmentul corespun- 
zător al. catenei omoloage, cu o fidelitate care operează: pină la nivelul 
unei nucleotide. Conversia genei duce la transferul nereciproc de infor- 
maţii- de la o secvenţă de ADN la un SG isi omolog corespurizător (Fo- 
gel si colab., 1983). 


2:9:5.6. “ASOCIEREA: DINTRE te i mezi SI CROSSING- "OVER 


| Recombinare mitotică intragenică spontană avînd ca rezultat recom- 
binanti heteroalelici prototrofi are loc in asociere. neintimplátoare. „CU 
schimbul reciproc în vecinătatea poziţiei conversiei genei (Roman, 1957). 
Asocierea conversiei genei mitotice si „schimbul reciproc poate fi defi- 
nită de formula A —[(x/z) — y]- 100. întrucît ratele spontane ale recom- 
binării, mitotice sînt: scăzute. (1074), este. posibil: să :se obţină măsura. pre- 
cisă a asocierii, chiar si în situaţia in.care y este necunoscut.. Valorile: de 
asociere observate sînt . cuprinse între 10 si.509/, valori asemănătoare 
distribuţiei valorilor de. asociere (17—8649/5) relatate: în cazul. conversiei 
melotice spontane. si al schimbului eittoe de. markeri mar e (Hu 
Si colab., 1972). : E 
Recombinare ea de Es mus de. UV (Roman si. lingo. 1959; 
Hurst si Fogel, 1964) si recombinagenii chimici (Zimmermann si Schwai- 
ser, 1969 ; Anghel, 1972) prezintă. de asemenea o asociaţie S rinik cu 
schimbul reciproc adiacent. 


2.9.6. INFLUENŢA UNOR PACTORI FIZICI SI CHIMICI 


pl PREA fenomenului „de recombinare. genetică necesită o acti- 
vitate laborioasă şi îndelungată cu atit mai mult cu cît frecvenţa cu 
care se produce este relativ scăzută. 

Experiențele de inducere a recombinării baitte la drojdii. au de- 
monstrat eficienta radiaţiilor si a numeroase substanțe chimice in in- 
ducerea acesteia in combinaţiile heteroalele. 

Evidenţierea unei frecvenţe relativ ridicată a recombinantilor in 
locusurile nelinkate demonstreazá heterogenitatea populațiilor de celule 
diploide vegetative în privința abilității de recombinare. i 

Zimmermann (1963) -a arătat cá există o corelaţie perfectă” între ca- 
pacitatea unui agent de a induce conversia genei si efectul: mutagen. În 
același timp, Holliday (1964) a constatat cà mitomicina C si 5- fluorodezo- 
xiuridina, care nu au capacitatea de a induce mutații la ciuperci, s-au 
dovedit a avea un efect recombinant. Temperatura afectează frecvenţă 
recombinării. Tower $i Stadler (1964) au constatat cà atit temperaturile 
scăzute cit si cele superioare temperaturii normale de- al ie si: dos 
voltare determinà creşterea frecvenţei, recombinării genetice. 
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Roman .(1971), Anghel (1973), Fahrig (1979) au observat că excep- 
tind acridina; orange, agenţii. chimici testati. (EMS, MMS, NG, TEM!, 
4-NQO?, 2,4-DNPB5) induc atît: conversia genei cît și. schimbul reciproc. 
Acridina orange induce numai "conversia. Deosebiri s-au: constatat însă 
in răspunsurile. cantitative ale celor două procese. Davies si colab.: (1975) 
au, constatat că EMS, acidul nitros, UV, radiaţiile . produc nivele iden- 
lice de. crossing-over mitotic, pe o gamă. largă de valori ale supraviețui- 
rii, în timp ce frecvențele. conversiei heteroalelice induse de aceşti agenți, 
pentru. o valoare dată a supraviețuirii, variază într-un registru înmulţit 
cu 10. Eficienţa cea mai mare în inducerea conversiei a fost înregistrată 
în cazul UV, mai redusă pentru acidul nitros și radiaţiile şi. cea mai 
mică pentru'razele X, |^ ^ i l E T ei i "T 

Radiațiile UV. si ionizante sporesc producerea... de ':recombinanţi án: 
celulele diploide heteroalele (Roman $i Jacob, 1958 ; Manney: si Mortimer; 
1964). Holliday (1971, 1975) a arătat că radiaţiile depresează unele Procese 
recombinationale, iar Mortimer (1955), Campbell (1973): au presupus:exis- 
tenta a două fenomene. care determină producerea. de: recombinanti; din: 
care unul mărește rezerva. de. celule capabile de recombinare iar al doilea. 
introduce. în cromozomi leziuni prerecombinationale care stimulează re- 
combinarea în celulele competente. Dacă recombinarea este indusă: prin 
iradierea celulelor diploide sau a unuia din cei doi haploizi parentali; nu 
este posibilă. o deosebire între aceste. efecte. În ambele „cazuri leziunile: 
sint induse la. nivelul. cromozomilor iar efectele lor asupra recombinării 
sînt inseparabile de efectele altor factori ipotetici ce duc la. o creștere 
a rezervei de celule în care. poate avea loc recombinarea. TM 

„Pentru separarea celor.douá efecte, Fabre si Roman (197 7) au încercat 
să, inducă recombinarea fără să producă leziuni în cromozomii care :se 
tecombină. Pentru aceasta au. iradiat cu UV şi raze X celulele haploide 
Pe care le-au. imperecheat. cu celule. diploide heteroalele. Prin această 
tehnică. evenimentele recombinaţionale au. fost: limitate la cromozomii 
neiradiaţi ai. zigotului.. Recombinanţii observați au fost explicati prin 
creşterea. procentului. de celule. competente, capabile să sufere recombi- 
narea, abilitatea de recombinare fiind dependentă de un mecanism induc- 
tibil. Iradierea celulelor haploide poate duce la o.derepresare sau la o 
concentrație ridicată a unui produs difuzibil necesar recombinării. Fabre 
şi Roman (1977) au observat că, prin împerecherea acestor celule haploide 
cu .diploizi într-o proporţie mai mare de zigoti; este posibilă recombina- 
Tea intre cromozomi neiradiati. Experimentele cu UV argumenteazá ideea 
că leziunile induse în ADN sînt cel puţin partial responsabile de inducerea 
capacităţii de recombinare. Cînd dimerii pirimidinici din celulele haploide 
sint parţial eliminaţi prin fotoreactivare chiar după iradiere si înaintea 
imperecherii,- frecvența recombinárii- este redusă. De altfel, din cinetica 
răspunsului ca o functie a dozei UV se pare cá numai dimerii care nu sint 
indepártati prin.mecanisme de reparare prin excizie sint implicati in 
inducerea capacităţii recombinationale. În general, se acceptă ideea lui 
Howard-Flanders (1968) că repararea leziunilor din ADN este o cauză 
majoră a producerii recombinantilor. Fabre si Roman (1977) au observat 


“4 rata producerii recombinantilor Ade* prin iradiere cu raze X a fost 
D TUR rct ou 1 T9 E à bit d: E : d P fur. 


TEM-trietilenmelamina;; 
4-NQO —4 nitroquinolină d-oxid ; ` 
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de trei ori mai mare 'dacă celulele haploide conţineau numai una din 
cele 6 mutații ade6, diferența fiind atribuită prezenţei leziunilor prerecom- 
binationale în cromozomii celulelor haploide, implicaţi în recombinare. 
Dacă zigotii triploizi au fost iradiați după împerechere, proporția de re- 
combinanti a fost de 12 ori mai mare; Prin preiradierea diploizilor cu doze 
mici de raze X înainte de împerechere s-a evidențiat că leziunile ‘sint 
recombinagenize numai într-o fractie a populaţiei ; starea competentă a 
celulelor pare să fie necesară atît pentr u recombinarea indusá de radiatii 


ca si pentru recombinarea „spontană“ care nu este iiim df pe repa- 
rarea leziunilor ADN induse de radiatii. 


În același timp. s-a constatat că și unii agenti chimici si fizici care 
nu produc în mod direct leziuni in ADN sint recombinagenici. De exem- 
plu, Sherman și Roman (1963), Esposito şi Esposito:(1974) au' observat cà 
prin menţinerea celulelor în mediu de sporulare, un timp limitat, are loc 
creşterea ratei recombinării, iar Henaut si Luizzati (1972) au evidenţiat 
creșterea capacităţii. de' recombinare a mutantei ade3 prin înfometare 
pentru histidinà. Producția crescută de recombinanti s-ar putea datora 
depresiei factorului (factorilor) necesar. 'recombinării. Fabre și Roman 
(1977) au observat o creştere lineară a frecvenţei diploizilor heteroalelici, 
printre supraviețuitorii mutantelor de reversie induse de raze X în doza 
moderate, care corespunde recombinării iniţiate de leziunile din ADN-ul 
celulelor competente. Sînt experienţe care demonstrează că capacitatea 


recombinationalà indusá prin. ir adiere este transmisă celulelor fiice timp 
de cîteva generaţii. 


În ultimii ani, în studiile de Aa binare genetică se f losesc mu- 
tante hyper-rec, la care recombinarea spontană se realizează cu o frec- 
venfá ridicată, în locul mutantelor folosite initial, la care recombinarea 
nu se realizează sau are. loc cu 0 frecvenţă redusă. Game, Johhston şi von 
Borstel (1979) au utilizat în studiul recombinării mutanta cdc9, defectivă 
într-o ADN-ligază 'ATP-dependentă. Menţinerea celulelor la o tempera- 
tură restrictivă duce la o creştere a incidentei 'recombinării mitotice la 
supraviețuitori. Johnston si Nasmyth (1978) au observat: cá ADN-ul sinte- 
tizat în celulele mutante edc9, crescute la 37°C, contine unele fragmente 
monocatenare, frecvenţa ridicată a' recombinării putind-fi consecinţa: di- 
rectá a acestor leziuni de la nivelul ADN-ului. Se presupune cá rupturile 
monocatenare observate la mutantele cdc9 ar putea furniza bazele. unei 
recombinări crescute, fie prin: 'initierea directă a procesului de recombi- 
nare, fie prin inducerea unui sistem de reparare recombinational: Espo- 
sito (1978) consideră că recombinarea crescută poate fi consecința secun- 
dară a defectului de ligază. De exemplu, în celulele menținute citeva ore 
în Go funcţionează mai mult timp procesele recombinaţionale' spontane, 


desi se: apreciază. că: la drojdii marea IP) Uri a NC IA mat mitotice 
spontane are loc in G1. 


Din: multitudinea de studii Aio inse, în care s-au :folosit diferiţi 
factori fizici si chimici, vom exemplifica cu.datele obtinute de Roman 
(1971) și Anghel (1973). Astfel, prin iradierea celulelor diploide de S. cere- 
visiae cu genotipul «adel-l ade6-1 tr pMa/a ade2-l Ade6-l leu Su cu 
raze X in doze de 1 000 r, 2500 r, 5 000 r, 10 000 r si UV, timp de 60 s, 
utilizînd o sursă de 9537À cu o ratà de 16 ergi/mm?, s-a constatat Că 
are loc atit recombinarea reciprocă cit și conversia genei. 


În contrast cu datele obţinute prin iradiere s-a. observat că ' princi- 
palul efect al EMS si NG este conversia genei.. Din datele obţinute se 
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poate constata cá principala clasă indusă de EMS (în special) şi NG este 
reprezentată de colonii în care markerii fermentatiei nu au fost tulburati, 
nesuferind fenomenul de recombinâre genetică reciprocă. Astfel, din 
149 de colonii £++++, induse de EMS, 140 au fest Ade aceG in sec- 
torul rosu al coloniei, fiind consecinta conversiei genei (Ade6 Ade6—-Ade6 
ade6). De asemenea, rezultă că fenomenul de conversie nu este însoţit de 
recombinare reciprocă (Anghel, 1973): în experienţele cu NG s-a consta- 
tat că principalul efect: este conversia genei ; 70 de colonii din 83 anali- 
zate au fost heterozigote pentru adenină, fiind. Ade6 ade6 în sectorul 
roşu $i ade6 ade6 în sectorul alb, consecinţă: a conversiei genei (Ade6 
Ade6—- Ade6 ace6) (Roman, 1971). ` Ta ; 


2.10. TRANSFORMAREA GENETICA 


Transformarea.este.o modalitate de transfer de gene, într-o celulă 
acceptoare prin intermediul unor vectori, urmată sau nu de integrarea 
vectorului în genomul celulei gazdă. Transformarea. mediată a drojdiilor 
cu plasmide hibride reprezintă o^ tehnologie de mare perspectivă, atit 
pentru cercetările fundamentale (studiul structurii genelor şi a mecanis- 
melor moleculare ale reglării genetice) cit si pentru cele aplicative (obti- 
nerea de noi tipuri de drojdii industriale si de substanfe biologic active). 
Pentru obtinerea unci eficiente mari a transformării, mărimea vectorului 
nu trebuie să depășească, în general, o masă moleculară de circa 15—20 M 
daltoni, iar celula gazdă trebuie să fie lipsită de sisteme de restrictie- 
modificație. | n2" 

Un factor important in transformarea tulpinilor de drojdii este 
coeficientul de transformabilitate, ce implică dependenta. frecventei de 
transformare de:tulpina. transformată. De exemplu, in clonarea genei 

EU? cu plasmida YEp13 la patru tulpini de drojdii- înrudite,.o tulpină 
a dat 6 000 transformanti LEU2/ug ADN, în timp ce alte două tulpini s-au 
dovedit a fi nontransformante. : 7 V, Ns v 

Tehnica ADN-ului recombinat a beneficiat la drojdii . de -izolarea 
unci plasmide cu structură nucléozomalá — plasmida 2 um (fig. 91). Cu 
ajutorul/acestei plasmide si a unor plasmide bacteriene au fost, construiți 
Vectori hibrizi, folosiţi pentru clonarea fragmentelor de ADN pasager în 
celulele de S. cerevisiae. După structură .și frecvenţa cu care realizează 
transformarea, vectorii au fost clasati în trei categorii YIp1 si YIp5 ; YEp2, 
YEp6 si YRpT. Vectorii YIpl şi YIp5 sint formati din ADN plasmidial de 
^ coli şi. un segment de ADN cromozomal de ‘drojdie ce se. replică sub 
orma integrată în genomul celulei gazdă și transformă, celulele. de „droj- 

ii cu o frecvenţă mică (1:10 colonii/ug ADN). În condiţii optime frec- 
Venta transformării” poate atinge valoarea de 10—9. “Aceste plasmide se 
integrează in cromozomii gazdei în mod reversibil, în locusuri omoloage 
(de exemplu LEU2 si HIS3), deşi secvențele repetitive (TYI17) pot dirija 
integrarea in locusuri neomoloage pentru gena LEU2 din plasmida- 
DYE—LEUI10,.de exemplu, dar cu o frecvență mult ‘mai mică; vectorii 
YEp? si YEp6, formaţi. din ADN plasmidial de E. coli, ADN plasmidial. 
-um şi ADN cromozomal de drojdie se comportă ;ea repliconi cu funcţii 
*pizomale și. transformă. drojdiile cu:o frecvenţă mult'mai mare (5 000— 
~ D oU IP UTEM : A a My x5 Doi 
fiut 


> metabolizarea maltozei și zaharozei în ambele sectoare. (rosu.si alb) ale 
oloniei; ^. ie | ; | | 
- 
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direcția. de transcriere :a genelor Able, Baker si Charlie. care! co KENE scs 

polipeptide cu greutatea moleculară de 48625; 43 aben Sm i H, reprezintă 
venfele invers repetate (linie groasă) sînt notate IR, si If»; M î T d EPoRI. 

“situsurile de acţiune pentru Hind HI si RIA, RIB, situsurile pentri dnd 
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„Fig. '92. Vectorii de clonare la drojăii.. 
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visiae si E. coli)  - don Spo je | jt 
„Acești vectori combină caarcteristicile genetice de E. coli si S. cere- 
visiae într-un singur sistem, fiind astfel posibil ca tehnologia clonării să 
fie aplicată direct la celulele de drojdie (Struhl si colab., 1979) (fig. 93). 
“Stabilitatea acestor vectori este însă diferită Si legată de natura func-. 
fillor genctice înscrise în fragmentul plasmidei de 2 “um ADN pe' care-l 
conțin. Se apreciază că o regiune REP (iniţierea replicării) sau ORI este 
absolut indispensabilă pentru stabilitatea acestor vectori. Studiul stabi-. 
litátii vectorilor a fost efectuat pe tulpina Y T6-9 IL leu2 his4 transformată 
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A 


amp his3 Fig. 93. Structura vectorilor Y 
Yo (după Struhl și colab., 1979). Sec- 
Ip x ventele ADN sînt reprezentate 
astfel: — plasmida pBR 322 de 

la E. coli: ~~ cromozom de 

$ drojdie ;coco plasmida de drojdie 


Scp 1; mam Scp 1, secvente care 
sint repetate intr-o orientare in- 
. veiba. Re B, S, Xs REVI H, si- 
tusuri ale  endonucleazelor de : 
restricție: (R-Eco RI ; B-Bam HI ; 
S-Sal 1; X-Xho 1; BRS Ah 
i V-Pow1; H-Hind IIl). 


cu plasmidele pID219, LEUZREP si. pMBT8LEU2rep,, selectindu-se trans- 
formantii LEU2 pe tulpina cir? si CIR*. Tulpina cird pierde continuu 
plasmida pMBT8, în timp ce pIDB219 este mai stabilă, evidentiind im- 
portanta regiunii REP pentru transformarea stabilă a tulpinilor cir? si, 
în general, preferința acestor tulpini pentru. vectori .ce contin întreaga 
plasmidá de 2 um ADN. Stabilitatea vectorilor in tulpinile CIRt este 
influenţată de mai multi factori : numărul de copii per: celulă, recombi- 
nárea cu plasmide de 2 ym endogen ; incompatibilitatea ‘dintre sistemele 
ee d jer identice ale plasmidelor recombinate si endogene., 

"Un sistem. de clonare pentru drojdii este extrem de util pentru izo- 
Diea genelor si secventelor . reglatoare de la drojdii si alte! organisme 
eucaríote Sr pentru manipularea genetică a drojdiilor. industriále. 


Beegs (1978) a descris un sistem „de: transformare. a.drojdiilor cü 
eficiență. ridicatá, folosind plasmide hibride, drojdie-bacterie, care: sint 
capabile de a se replica si pot fi selectate si recuperate atit din E. coli, 
cît şi din S. cerevisiae. Plasmidele. hibride incorporeazà. o plasmidă de 
Grei) lungă de.2 um (50— —100 copii/celulă ; ; aproximativ.:6. kb), care 

í a fost clonatà în bacteriofagul. ^. gi anali- 
M tnb " eb zată prin.digestie cu endonucleaze de re- 

t ipA: > 1p 
nea Dad. eu stricţie, pentru a determina capacitatea de 
| yo a funcționa ca un vehicul de clonare. | 
MZ 30 .pME9 4 ' Plasmidele evidentiate . in multe tul- 
pet dă ie 7 pini de S. cerevisiae au aceeași densitate ca 
ŞI. principala bandă de ADN nuclear NETS 
replică sub control nuclear (Hinnen: si 
colab., Petes si Williamson, ,1975 ; Living- 
ston si. Kupfer, 1979). Clark- Walker şi Mi- 


 JEcoRI klos (1974) estimează: existenţa a 50—100 

vPst| 

Hiat copii endogene de plasmide per. celulă. 
A vHpal. Plasmidele de S. cerevisiae, în formă de 
.. BjOB T | nof haltere, sint de două. tipuri, A si.B (fig. 
Tips Ud E bacterià 94). Aceste două forme“ se. datoresc dupá 


Fig. 94.. Plasmida pME9 de la E. opinia cercetătorilor. Hollenberg . şi colab. 
coli, plasmida “de 2, um de S. ce- (1976), Livingston si Klein, (1977), recom- 


revisiae. si, plasmidele hibride . binării între, secvenţe invers repetate in 
utilizate in clonarea fragmente- `' 
lor de^ADN nuclear de la $. ce- lungime. de 600 de. perechi: de baze. Puntii 


"E . revisiae. de legătură îi corespunde o regiune cu sec- 
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vente invers repetate. Cele două configurații: A si B.diferă între ele prin 
locusurile de acţiune ale endonucleazei EcoRI, prin. care. plasmida de 
drojdie se leagă de plasmida. pMB9 (ce: derivà din pasmida colE1: de la 
E coli şi prin orientarea insertiei in pMB9. Plasmidele izolate din--dife- 
rite tulpini de. S. cerevisiae. diferă una de alta. prin mici deletii sau mu- 
taţii punctiforme care yim. tiparul de clivare a. enzimelor de restrictie 
al ADN- ului (Livingston, 1977; Cameron. si colab., .1977).. 

rs- -a reușit. erae esit Vere ed cu o Ei obicei mare, cu plas- 
mida YEP13, selectind gena LEU2. Această stabilitate; a transformării s-a 
obținut pentru tulpinile de sid ce nu conţineau: plasmidar 2 um ADN; 
în prealabil. 


Plasmidele; ipu e ausi țel prin: combinarea unor V plasfhide' bacte- 
riene si fragmente ADN, de. drojdii, diferite de plasmida 2 m, sint rea- 
lizate în două etape : in prima etapă plasmida PM B9 se asociază cu plas- 


mida DR1918T de la S. cerevisiae, prin „unirea fragmentelor. de. ADN de 
drojdie produse d» endonucleaza EcoRI. Segmentele pMB9 includ şi gena 
ce codifică rezistența la .tetraciclină. Plasmidele hibride prezintă teoretic 
8 configurații determinate de apartenența plasmidet de drojdii la: tipul A j 
sau B si'de'or ientarea insertiel în pMEBS. Patru dintre plasmidele obținute 
(REN: pjDBå1, pjDB45, pjDB'i; fig. 95); au fost folosite. ; în etapa 


| Hindi iti 
PBR 325 
PUR aai" 


Hi 
1 PMP781 


, pe 


"Fig. 95. Modul de coristruire a: vectorilor pMP78- 1 şi pMP3$1 
= (Hollenberg, 1981). Pentru: construirea : véetórului pMP78-1, . 
fragmentul HindIII de 3,3 kb din plasmida hibridă pJDB219 
(Beggs, 1978) a' fost inserat în situsul HindIII al plasmidei 
 pBR325 (E. colil; pMP81 constă din plasmida  pCRI: (Co-.: 
„very şi. colab., 1976) şi fragmentul HindIII de 3,3 kb din. 
plasmida »JDB219 ; Ap' si Cm'-gene de rezistenţă la am- 
d piciliná si respectiv la cloramienicol.. - 


a doua: de eónstruire'a plasmidelor himerice. Aceste plasmide hibride au 
fost convertite în molecule lineare cu Pst1 si linkate prin: capete poli (dA, 
UT) la fragmentele de ADN nuclear de S. cereviside (leu2). i - - 

.. Plasmidele himerice asigură transformarea cu o frecvență. ridicată. 
Plasmidele. ce conțin ADN bacterian sînt însă considerate“ improprii 
tulpinilor industriale de drojdii de bere, din teama de contaminare à cul- 
turilor si implicit a consumatorilor cu material genetic bacterian de ori- 
gine necunoscută: Evitarea acestei situatii impune îndepărtarea din plas- 
midele. hiinerice, după transformare, a fragmentelor așa-numite contami- 
nante de ADN bacterian. a Ubi (0S i jr 

. n afară de acestea, există astăzi plasmide sintetice de ADN de drojdii 
„pur“, ca de exemplu segmentul TRPIRI rezultat din excizia ADN bacte- 
riân din plasmida pYRp7, relativ stabil si cu frecvenţă mare de trans- 
formare. =- i i t 

De asemenea, se pot folosi ca vectori minieromozomii: sintetizati doc 
Carbon $i Davies. `: ` et kool j | 

„S-a încercat şi'transformarea cu ADN nativ, prin.prelucrarea dé către 
protoplasti a ADN-ului donor extras. şi. prin regenerarea ulterioară a perc- 
telui celular.: Astfel, s-au selectat si. transformat tulpini de S. cerevisiae 
Și S. uvarum cu ADN extras de la S. diastaticus, selectindu-se cu frec- 
ventá înaltă transformantii DEX+. Rezultate “similare s-au obținut si 
pentru transformantii ADE1 si HIS4. Frecventele de cotransformare de 
circa 10%% cu genele FLOI si FLOS, datorate linkageului slab FLO1-ADET 
și FLO5-HIS4, au permis izolarea transformantilor si au demonstrat fap- 
tul că fragmente relativ mari de ADN.pot fi transferate de la donor la 
receptor. be O t R e : SR | | 
, , Experiențele de transformare au dovedit capacitatea protopiastilor de 
a încorpora macromolecule şi diferite particule ca : feritină, latex, pro- 
teine, acizi nucleici, virusuri, bacterii și chiar unele organite întregi : 
“nuclee, mitocondrii, cloroplaste. Mi : 

: ci 2 Li WI. f. de. MC Te EET. 414,4 : 

-Eficiența transformării droidiei S. cerevisiae nu este liniar propor- 
tionalá cu concentraţia de ADN si nu a fost găsită o concentraţie de 
saturație în condiţiile -menţionate, frecvențele de transformare fiind de 
.. 101-109 transformanti per ug ADN. Prezenţa plasmidelor transformante 
în clonele de drojdii se evidenţiază utilizind tehnica analizei prin electro- 
foreză a.extractelor de celule de drojdii, transferul ADN -pe nitrocelulază 
si hibridare cu ARNoc, marcat cu .??P. Pentru a investiga integritatea sec- 
ventei plasmidei in transformanti, ADN a fost extras si analizat prin 
digestie cu'endonucleaza EcoRI. foem l M 

Transformarea drojdiilor cu ADN exogen.:a fost realizată pentru 
prima dată de către Hinnen, Hicks şi Fink (1978), care au ales ca receptor 
celule 7eu2. Protoplastii (rezultați în urma digestiei enzimatice a pereţilor 
celulari) au fost puşi în contact cu ADN transformant (o plasmidă bac- 
teriană purtătoare a.genei LEU2), PEG si Ca?* pentru a permite trans- 
ferul ADN,.Celulele de. drojdie.au fost transformate; cu o. frecvenţă mică. 
Protoplastii.viabili 'au fost transformați la LEU” cu :o frecvenţă de 
5:10—1—3-10-3 per celulă „viabilă. Cele mai mari f recvenţe de transfor- 
mare sint obtinute prin folosirea unui vector.ce poartă plasmida'2 um ADN 
(10%—105  transformanti per ug, ADN). Frecvența transformărilor per 
celulă este de aproximativ. 10-3. . 
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Drojdiile oferă noi posibilităţi. Şi in clonarea unor gene. de: impor- . 
tantá medicală, cum ar fi genele pentru interferoni, pentru. antigenul de | 
suprafață al hepatitei B, pentru insulină etc. si industrial. Rusell si Ste- . 
wart (1980) au conferit unei tulpini de S. cerevisiae de laborator, proprie- 
tatea de a utiliza maltotrioza prin. introducerea de ADN nativ. de la o. 
tulpină poliploidă de drojdie de bere ce degradează maltotrioza. 

Experientele de transformare geneticá au permis introducerea unor 
gene pro- si eucariote in celula de drojdie (gena LacZ, pentru B-galacto- 
zidază, gena pentru. 3-lactomază de la E. coli; gena Lac4 de la Kluy- 
verom3Jo?s. lactic, gena. de la. Dr osophila melanogaster ce complementează 
mutatia ade8 de la. S. cerevisiae, gena ce:codificá pentru: interferonul 
leucocitar uman ; gena pentru timidinkinazá a virusului HSV1), in. scopul 
studierii expresiei genelor respective şi obţinerii unor produse cu impor- 
tanţă. medicală și economică. De asemenea, schimbul genetic prin trans- 
formare mediată duce la acumularea de gene noi, fapt ce contribuie la 
diversitatea genetică a speciilor.” 

i Rezultatele. prezentate succint arată cá S. cer evisiae. poate! fi trans- 
formată cu rapiditate cu ajutorul plasmelor. hibride și că în ciuda apari- 
tiei de plasmide recombinante neprevăzute în unele clone, plasmida neal- 
terată poate fi izolată din clonele de drojdie direct sau purificate prin. 


reclonare la E. coli și preparate mai ușor din culturi bacteriene (Beegs, 
Si 
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3. FIZIOLOGIA DROJDHLOR- 


..€. VOICA 


„3.1. INTRODUCERE 


.. Drojdiile sînt microorganisme unicelulare eucariote care se. reproduc 
prin! înmugurire.' Aceste. trăsături sint caracteristice pentru majoritatea 
drojdiilor dar 'sînt și excepţii. Există și specii care. dau formaţiuni mice- 
lare, altele cu un ciclu de diviziune prin fisiune şi genuri care poartă 
conidii sau sterigme. ^ ^" — M a Soo ET A due 

. Lodder (1970) include în termenul de drojdii un grup heterogen de 
microorganisme jar Phaff (1978) revizuieste etimologia termenului de 
drojdie luind in consideratie rolul lor. in fermentatie si capacitatea de à 
metàboliza o varietate de zaharuri, Numărul speciilor cunoscute . sub 
numele de drojdii este in prezent mai mare de 400. BU EE Lud 
= Nici un alt grup de microorganisme nu este mai strîns asociat cu 
progresul si bunăstarea omenirii decit drojdiile. Contribuţia la pro- 
&resul umanităţii constă în capacitatea lor de a converti rapid si eficient 
zaharurile la etanol și CO» si de a produce fermentatie alcoolicá pe sucu- 
rile dulci ca cele de struguri; grepfrut Și dapfe. $7 0v re Tina 

De multe ori se spune cá drojdiile sint mai vechi decit plantele cul- 
tivate. Ele sint cele mai importante microorganisme exploatate pe glob. 
Majoritatea speciilor de drojdii produc metaboliți primari cum ar fi eta- 
nolul, utilizaţi atât în industria berii cât şi în producerea de benzină. 

.O altă importanţă: a studiului lor constă în stabilirea patogenităţii 
pentru plante și animale a unor specii. Astfel, la om, Candida albicans 
este un patogen important. Multe alte drojdii determină boli la om si 
animale. Ele pot produce diabet, leucemii, diferite tipuri de cancer, boli 
cronice pulmonare, obezitate, ulceratii pe suprafața pielii. 

În prezent numai Saccharomyces cerevisiae și speciile înrudite pre- 
zintă importanță industrială majoră. | DY EET |n. 

`: Saccharomyces cerevisiae prezintă capacitatea de a prelua si fer- 
menta o mare varietate de zaharuri de exemplu zaharoză, glucoză, fruc- 
toză, galactoză, maltoză Si maltotrioză. Suplimentar, speciile strîns înru- 
dite Saccharomyces diastaticus și Saccharomyces carlsbergensis sint 
capabile să utilizeze dextrina și respectiv melibioza. Ip RT 
„În celulele de drojdie; zaharul este metabolizat in CO» și H2O cu 
Producere mare de energie, în condiții de aerobiozá. În lipsa oxigenului 


[ 
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producţia de energie/molecula de zahăr este mică, în conditii de anaern- 
bioză fennientafia | zahărului .ducînd la formarea de etanol. Aceasta se 


poate întîmpla si în condiţii de aerobioză în caz de exces de zaharuri în 
mediu. 


Ca rezultat al suprafeţei mari în raport cu masa celulară, absorbția 
nutrientilor de către drojdii se realizează rapid. Un gram de drojdie de 
bere presată, cu un conţinut de substanță uscată de 25079, are o suprafață 
de 3:9. m? (Just, 1940), iar o celulă de drojdie de bere este capabilà să 
transforme aproximativ 107 molecule de maltoză pe secundă în CO» si al- 
cool etilic. În mod corespunzător intensitatea absorbției de glucoză este 
de, aproximativ 2: 107 molecule/s (Musfeld, 1942). 


“Carbohidraţii, puţin solubili in grăsimi, pătrund in celule asa de 
repede încît mecanismul de transport nu poate fi explicat doar prin feno- 
menul de difuziune, pătrunderea în celule fiind facilitată de agenti ce 
facilitează difuziunea sau absorbţia activă. 


Kotyk și Kleinzeller (1967) au arătat că afinitatea faţă de creşterea 
cantităţii de glucoză este mai mică în condiţii aerobe decît în cele anae- 
robe, acesta putînd fi unul din factorii implicaţi în efectul Pasteur. 
Ca fiinţe vii, drojdiile realizează transformări continue de substanţe 
necesare proc eselor de creştere și dezvoltare. Fiind microorganisme hete- 
rotrofe, ele iau din mediul nutritiv sau din natură. substanţe organice: (cu 
carbon) şi anorganice pe care le asimilează cu. ajutorul energiei eliberate 
prin descompunerea metàbolicá a substanţelor organice absorbite.. Aceste 
reacţii catabolice sînt reacții exergonice, în timp .ce. reacțiile anabolice 
sînt endergonice. Între aceste două categorii de reacţii metabolice, există 
un echilibru dinamic şi variate cái de transformare. . 
"Energia eliberată în reacţiile. catabolice este în parte folosită pentru 
întreţinerea diferitelor activităţi vitale iar în parte este stocată sub formă 
de: ATP, conform schemei : 


ADP+-P, TER ATP. 


La. nevoie, energia stocată în moleculele șia ATP este eliberată prin- 
tr-o reacție inversă (reacţie de. hidrolizăy a ATP-ului), reacţie catalizată 
enzimatic. ud 


: 8.2. "RELATIA DINTRE FERMENTATIE SI RESPIRATIE , 
(,EFECTUL PASTEUR SI EFECTUL CRABTREE“) po xc c Aa 


tO; P, eee rea f DONO. à; p? Cuv Rr e VEN TE 


Spese fermentaţiei caracteristice a mediilor care conţin diferite 
substanțe hidrocarbonate reprezintă caracteristica- biochimică și biologică 
de bază:a drojdiilor. 


În mod obișnuit drojdia este considerată un organism fermentativ, 
în sensul .că ea poate realiza fermentația alcoolică a cărei formulă ge- 
nerala este, ;.' 

Cot 20 — 2 CoH3OH-+2 COS EE. 


Drojdiile implicate in: procesele fermentative au capacitatea de-a se 
dezvolta bine, cel puţin -parţial, in. condiţii de anaerobioză. Există însă 
numeroase specii de drojdii.care sînt exclusiv aerobe, ele fiind lipsite de 
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capacitated de a produce fermentație alcoolică (de. exemplu, Rhodotorula, 


Cryptococcus, unele specii de. Candida işi Torulopsis ete.). Se întîlnesc, de 


asemenea, tipuri intermediare; cu-un -metabolismi intens respirator: si slab 
fermentativ: (specii de, Debaryomices si Pichia), sàu invers : cu- o activi- 


tate respiratorie rela tiv slabă. dar ‘intens fermentativ (Saccharomyces 
carlsbergensis). 


Este important de Dieta că însuși genul. tipie iemnentati. Sac- 
charomajces,: posedă, de asemenea, un pronunţat metabolism. respirator, 
Cu alte cuvinte în prezenţa oxigenului are capacitatea de a respira sau 
oxida. glucoza la CO9 şi H3O. În funcţie de condiţiile de dezvoltare, Sac- 
charomyces. cerevisiae. îşi. poate. schimba: metabolismul sáu.de la o, cale 
fermentativă „la: una, oxidativă, ambele sisteme producînd PRENS. celulei 
“(dar în cantități diferite). . 


“Toate drojdiile. pot fi. caracterizate din punt; „de a a ce 


general ca organisme facultative: care au capacitatea;de a. produce energie 
pentru uz. propriu din compuşi organici conventionàli. atit. în. condiţii 
aerobe cît; si anaerobe.. Metabolizarea moleculei de-zahar în condiţii. ae- 
robe (la CO» și H20) furnizează celulei. de: drojdie cantitatea maximă de 
energie. În, lipsa oxigenului, producerea. de: energie per moleculă: deza- 
har este mică, astfel încît în condiţii anaerobe fermentația zaharului duce 
în primul rînd la formarea, etanolului. Absența oxigenului nu-este singura 

condiție care duce la fermentația alcoălică ; o concentraţie. mare. de zahar 
în prezenţa oxigenului. poate duce de asemenea da. apariţia. fermentatiei. 


EO: concentraţie de. glucoză in.exces de. 50. “inhibă total sinteza enzimelor 


respiratorii si. formarea mitocondriilor cu. aspect normal (Suomalainen : Si 
Oura, 1911). 


„Pasteur a demonstrat. primul, că o drojdie fermentativă. cînd este ti- ` 
nută în condiții aerobe isi micşorează, activitatea. fermentativă și parte 


-din glucoză este transformată prin respirație în CO» Si H30. 


Cînd concentraţia de zahar este menținută Ja un. nivel: scüzut, acon- 
ditiile de aerobiozá intensá determină ca tot zahărul să fie, „respirat în 
CO Şi. HO. : 


Totusi potentialul respirátor (QO) nu mua. zero in e PEA anaerobe 
ca de altfel nici nivelul enzimelor respiratorii (Wales si colab., 1980). 


Această comportare metabolică pregnant diferențiată în funcţie de 


prezenţa oxigenului este folosită în industrie, unde se creează, după caz, 


condiţii de anaerobioză atunci cînd produsul dorit este alcoolul, sau con- 


ditii de aerobioză puternică, atunci cînd se urmăreşte obţinerea de, masă 
celulară abundență. în condiții de aerobioză ` pr oportia substratului asi- 
milat este mult mai mare decît anaerobioză. Producţia de celule crescute 
aerob poate fi de 10 ori mai mare decît cea obţinută în condiţii de anaero- 
bioză pentru aceeaşi cantitate de glucoză utilizată (Sols, 1971). 


Capacitatea oxigenului de a interfera cu procesele anaerobe, inhibînd ( 


iw 


prin prezenţa sa procesul de fermentație si determinind o sporire simul- * 
taná a respiratiei, este cunoscută sub numele de efect Pasteur. AM 


În fermentatia alcoolică si in glicoliză, în general, o mare parte din 
energia chimică a zaharului este cheltuită de celulă la eliberarea etano- 
. lului (sau. a altor produşi secundari). Deci dacă 'o celulă. poate oxida glu- 

coza pînă la CO» și HO, ea poate realiza un profit: energetic mai mare 
pe. unitatea de: substrat: consumată. Ca o consecință, ori: de. cîte ori oxi- 


„darea este: posibilă, celula utilizează glucoza într-o proporţie mai mică 
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în condiţii anaerobe. Această! descrestere a ratiei-de: XM licae" a glucozei 
(efectul Pasteur) este probabil problema cea mai-importantă si mai com- 
plexá a reglării :metabolismului: 'energetic in celulá: de drojdie. i 


Efectul Pasteur, al cárui mec anism a determinat formularea. mai mul- 
tor ipoteze, este explicat dcum ca o consecință a mecanismelor fundamen- 
tale de reglare care implică diferite enzime cheie ale metabolismului glu- 
cozei.. Aceste mecanisme fac posibilă o ajustare precisă și-imediată a ratiei 
de utilizare a glucozei pentru” sv brat an metabolice: ale: celulei privind 
energia Si. scheletele cárbonice. `: 


Descoperirea asa- -numitulüi-éfect ci übtree la:numeroase drojdii fa- 
cultativ 'ahaerobe: (De- Deken, 1966) este considerată 'ca “cel mai. intere- 
sant:eveniment mai''recent în domeniul fiziologiei drojdiilor. Acest 'efect 

| constă dintr-o represie a respirației în cursul fermentatiei: 'anaerobe des- 

" făşurată cu viteză mare ca urmare a prezenţei glucozei. în concentrații 
relativ. mari (3—69/)). :Glucoza în .concentraţii mari, în prezența oxige- 
nului, nu. este complet: oxidată ci: „parțial fermentată. Această! fermentație 
prezintă unele asemănări cu. inhibarea în tumori a respirației: (endogene) 
produsă de adăugarea glucozei, care:a fost prima dată: observată în anul 
1929 de către. Crabtree şi denumită de atunci efect Crabtree sau efect 
Pasteur. invers. 


„Cercetarea ulterioàrà a fenomenului fermentației aerobe a glucozei 
(adică formarea alcoolului în ciuda' prezenţei. oxigenului) si a diminuării 
respirației” indusă de glucoză, à dus la identificarea unui efect al glucozei 
sau" efect! prin catabolit „asupra nivelelor funcţionale ale unci- varietăţi” de 
enzime mitocondriale 'și componente ‘ale lántului- respirator. 


Mecanismul represiei prin catabolit, studiat azi în mai multe labora- 
toare, nu este clarificât. Ceea ce este bine stabilit este |cà absenţa zaha- 
rurilor rapid. fermentescibile” tinde să slăbească „hjaşihăria“ respiratorie 
“chiar în condiţii! de aerobiozá, ducind la: o'situatie ihai mult sau mai 
puţin similară cu cea a drojdiilor crescute în anaerobioză. 

Indiferent de interpretare, mecanismul represiei: prin catabolit are 


o importanţă practică evidentă în procesele de fermentație 96 obținerea 
"e masă microbiană'cu ajutor ul drojdiilor.: 


iari 3,3... NECESITATI MIEI VE i91 DE DEZ VOLARE | 


Drojdiile sint. organisme heterotrote care pot utiliza zaharuri și o 
varietate de alti compuși organici. ca surse nutritive. Din acești compuși 
ele îşi realizează scheletele. carbonice necesare sintezei. constituentilor 
celulari si energia necesará pentru á “permite. iniţierea „reacţiilor de bio- 
.Sintezá.. 


.9.3.1.. SURSE. DE CARBON 


Principala sursă de energie işi de carbon: Sere s drojdii. aste, reprez 
B de glucoză și anumite alte zaharuri. Ori de cîte ori: glucoza 'este 
utilizată- ca sursă de: energie și carbon, schema sistemului de degradare 
este calea glicoliticá (fig. 96), majoritatea: treptelor ei fiind comune fer- 
mentatiei anaerobe si utilizării : aerobe -prin ciclul. acidului citrice. Acest 
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Fig. 9, Glicoliza. 


ciclu îndeplineşte Si: sită misiune : mai Bhd din compușii - săi interme- 
? diari servesc ca precursori pentru sinteza a numerosi constituenți celu- 
| lari. La drojdii ca şi la alte organisme eucariote, diferitele enzime care 
catalizează diferitele trepte, ale ciclului sint localizate î în mitocondrii (Sols 
$i colab., 1971).  . 
'Calea fermentatiei ORE in ce priveste stadiul didit este iden- 
tică cu cea utilizată în respiraţie. Ceea ce distinge fermentația de respi- 
. Tatie este soarta finală a piruvatului (fig. 97). În condiţii anaerobe gra- 
dul de: utilizare al căii Embden-Meyerhoff este de aproximativ 909/, atit 
la. drojdia de panificaţie cît si la Candida utilis. şi i i rii la Saccharo- 
myces cerevisiae (Suomalainen si Oura 1971); : Mac Las D 
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Fig. 97. Decarboxilarea hedar de către drojdiile de 
panificație: intacte la pH=2 în funcție de concentrația sub- 
“stratului : curba: 1 prezintă datele obţinute pentru acidul 
piruvic, curba 2. pentru acidul «-cetobutiric, curba 3 pen- . 
tru acidul x-cetovaleric, curba 3a pentru acidul «-cetoiso- 
valeric, curba 4 pentru acidul z-cetocaproic, curba 5 pentru 
„acidul «-cetoenanthic si curba 6 pentru acidul «-cetocapri- 
lic ipee SOLNM si Oura, 1958). 


| 
În condiţii aerobe, cînd fermentația are loc parțial, proportia de ae- 


- rare nu 'exercită nici o influență asupr a activităţii căii héxozà monofosfat 
la Saccharomyces cerevisiae. 


Descoperirea naturii treptelor - intermediare în fermentația . glucozei 
la etanol și CO». și deci elucidarea primei căi metabolice, realizată pe 
drojdii, a` constituit un model pentru toate cercetările ulterioare asupră 
„metabolismului intermediar al or ganismelor vii. Utilizarea fermentativá 
a surselor de carbon de către. drojdii prezintă unele caractere generale 
comune': aproape toate drojdiile pot fermenta glucoza ; intensitatea fer- 
mentatiéi este proporţională cu numărul de celule prezente și virsta lor 
fiziologică ; ; sărurile metalelor, în concentraţii. mici, stimulează. fermen- 
tatia, jar în concentraţii mari o inhibă; vitaminele. influențează. sensibil 


intensitate a fermentatiei care este foarte importantă în Dies Pa indus- 
triale. 


Capacitátile fermentative si intensitatea de fermentație sînt foarte 
„caracteristice şi diferite. pentru fiecare gen de drojdie în parte. 


ui 


, DN — M— M 


33.11. FERMENTAREA GLUCIDELOR 


3 
( Hexozele. Încă din ànul 1894, Ficher Si Thierfelder au arátat cá i droj- 
1 diile sint capabile să fermenteze anaerob următoarele, hexoze.: D-glucoza, 
D-fructoza. și  D-manoza, hexoze cuprinse de ei sub denumirea de. zimo- 
d hexoze. | M 
Slator (1906, 1900) a arátat cá drojdiile:de. panificatie si cie de bere 
fermentează glucoza si-fructoza la fel de repede pentru ca apoi Hopkins 
Si Roberts (1935), Menzinsky (1943) să arate cá. drojdia .de. bere. reali- 
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zează aceasta numai la concentrátii de glucoză de 1—109/ si la.concen- 
tratii de fructozá de 2— 89/4, în NA mai mici Aia teza fiind for= 
mentată mai încet decît glucoza. | 

Mezinsky '(1943) si Gottschalk (1949) au QI cá; in. concentraţii 
mici intensitatea de fermentare a: manozei. este cu 20—251% mai mică 
dezit a- glucozei iar la concentraţii mari diferența- este de 10—15% În 
condiții- de frig, intensitatea: fermentatiei manozei.este de.1/2 faţă. de 
Bluicozis aceasta atit in. cazul drojdiei. de paniii ipație cit şi în cel al droj- 3 
diei de. bere.. | 

Intensitatea fonație x= şi 8 HEN să, către, drojdia. de etel 
este. Ja SASi cînd concentrația originală de Scop, PLE. mai mare de 10/0, 


Bloch de drojdii. 
j ‘Glucoza şi manoza ` sînt prezente în sóluțiile apoase 'sub formă de 
í piranoze. Fructoza apare în soluţii apoase în special sub formă de fruc- 
to- -piranozá, desi este repede mutarotatá în formă fermentabilá de fura-- 
noză. Reziduu de: fructoză in molecula de zaharoză este fructofuranoza 
„tare este eliberată de invertază si este direct fermentabilă (Suomalainen 
„Și Toivonen, 1948; Hopkins si Horwood: 1950). n 
. Drojdiile: de bere si panificatie sint capabile de.a ui ilenta! D-galac- 
( toza după o perioadă de adaptare... Lindegren: (1945): si: Suomalainen 
(1948a) au: arătat că această adaptare este controlată genetic. În timpul 
inducției galactozei se: fonmează. citeva enzime iar sinteza. de novo a pro- 
teinei care participă in transportul glucidului se produce, înaintea . Ming 
i ritiei activității: galactokinazei. >. 
 Zaharuri nefermentabile. Toate Adae: şi alte. ari e în 


l afară de formele. menționate mai iate: sint nefermentabile (Fischer şi 
Thierfelder 1894). | 


X5 i Wir este un: glucid; Fudd: neférmentabit prezent in melasa 
de trestie de zahăr (Zerban şi Sattler, 1942). Sattler (1948) a arătat că 
substanța din partea nefermentabilă à'melasei de trestie de zahăr care 
initial a fost: tratată ca'glucoză este. de fapt un amestec de. cîteva com- 
ponente, ea conținînd 'anhidride ale fructozei și produși de: condensare 
ai glucidelor, în: special. ai glucozei eu aminoacizi. 


"Oligozaharidele. Zaharoza. Comună - iti rt râbei lol zahi este '' 
[cel: mai important dizaharid din: melasa de sfeclă de zahár.si. trestie. de 
«Zahăr, putind fi fermentată de un mare număr de drojdii: 


Invertaza (zaharaza, 8-D-fructofuranozidaza) care Hidioli bad zaha- 
Joza in glucoză si fructoză, este localizată la suprafața celulei (Suomalai- 
hen și Oura, 1958b ; Lampen, 1968). Wilkes si Palmer (1932) au gásit cá 
un procent de invertazi din celule: proaspete şi celulele intacte de drojdie 
au curbe identice pentru activitatea enzimei în funcţie de pH. Ei ajung 
la concluzia că. invertaza este localizată la suprafața. externă: a celulei. 


'Demis și colab. (1954) au arătat că rata de. hidroliză a zaharozei este 
| de:300- de ori mai mare decit rata de fermentație a ei de către drojdii. 
| Suomalainen şi Oura. (1957) au arătat că activitatea invertazei drojdiilor 

E: panificaţie creşte în timpul procesului industrial de producţie prin 
. Tecerea gradată de la condiții -anaerobe .de creştere la condiţii aerobe. În 
| timpul acestui proces, activitatea invertazei drojdiilor de „panificaţie. ur- 


309 


| meazá schimbarea continutului in manoză al:celulelor. Cînd manoza este 
folosită de drojdiile de panificăţie ca sursă: de carbon, «conţinutul: de maz 
| nozá si activitatea invertazei celulelor sint: semhificativ ridicate in com- 
c párátie cu: cazul in care celulele cresc pe-un mediu cu glucoză.: 
|: “Maltoza si alte d- -glucozide: Drojdiile 'de bere: pot: fermenta maltoza 
destul de: repede în condiţii normaăle de 'creştere! în care. maltoza este 
( glucidul cel mai important. 
"Fermentarea maltozei de către celulele intacte de s gg) dé: pani- 
ficatie si drojdie de bere se poate realiza mai repede decît cea à “glucozei. 


Fermentar ea maltozei de către o drojdie neadaptată reclamă un timp 
de inductie care poate fi micșorat prin adáugarea în mediul de. cultură 
a unei mici cantităţi de glucoză, sau prin prezența oxigenului. -Hexozele 
care activează: fermentatia maltozei de către drojdia” de bere sint. in or- 
dinea « eficienţei : : 'glucoza, fructoza si manoza (Suomalainen , și colab., 1956). 


După Leibowitz şi Hestrin (1942, 1945), fermentația. maltozei de către 
drojdiile .de panificaţie si de bere este în general directă si numai drojdiile 
de bere de fund sînt capabile să fermenteze máltoza indir ect in condiţii 
neutre care produc hidroliza. maltozei, ca un prim pas... 


. Problema: fermentatiei: directe sau indirecte..este.cea;a. loealizáris "d 
drolizei-i in interiorul celulei sau pe suprafaţa. ei. 


Studiile efectuate de Dela Fuente și: Sols (1962) vin să iat ideea 
că un sistem de transport specific este primul pas in fermentarea: maltozei, 
urmat de eliberarea de'enzime intracelulare. : 


` "«-Metilglucozidul.. 'Acesta este riguros ferimentabil de ihre: drojdiilé 
de bere Ia valori neutre de pH, în limite optimale pentru: activitatea: 
mâltazei, dar nu mai mici de pH — 4. În cazul drojdiilor de panificatie 
intacte, a-metilglucozidul este un substitut de'maltoză “foarte sărac si un 
puternic : retardant, al'fermentatiei' maltozei ;':0- retardàre similară. este 
cauzată de trehalozá. Maltaza hidrolizează, de asemenea, maltotrioze, tri- 
zaharide fermentabile dar rata de hidroliză a maltotriozelor: este scázutá 
în, comparaţie cu cea .a maltozei. Maltaza drojdiilor, de. bere este, de ase- 
menea, capabilă de a hidroliza componentul «-glucozidic al zaharozei, la | 
fel de rapid ca si. maltoza și în cantitate dublă. 


„S-a arătat că speciile de: Saccharom yces contin::6 gene polimerice 
Mı—M;, care influențează capacitatea. drojdiilor de a.fermenta maltoza. 


Dintre aceste gene M, și Ma dirijează. producerea de maltozá care 
catalizează hidroliza maltozei si zaharozei, iar Ms, M3 şi: Mọ dirijează 
producerea de .maltază care catalizează doar bicvolizat niolipaeig Ms. D 
fi, de asemenea, adaptată la zaharoză;. 


„„„ Dacă. s-au: găsit- diferente de specificitate Gita maltazele produse de 
diferite. gene, în drojdiile intacte; asemenea. diferenţe nu se „observă în 
cazul: preparatelor de maltazá ce sint'in parte, purificate.; Totuşi, capa- 
citáteá o că gene de a. induce "0*6 activitate: oii este; va- 
riabilá. : 

Drojdiile de padificspe: pót contine a imehialozăt pînă” la: 14 din: sub- 
stantà uscată, în timp: ce drojdiile de bere contin cantităţi mici de. treha- 
loză. Conţinutul: de trehaloză din drojdiile de panificaţie este dependent 
de aeratie : cu:cît aeraţia este mai ridicată, cu. atit si conținutul: de weh 
lozá este mai mare. 


"Drojdiile de panificaţie: si de bere intacte: termentează extracelular 
trehaloza dar cu intensitate mică. 


La începutul fiecărei faze de creștere, în producția industrială a:droj- 
diei de panificaţie, trehaloza: este repede și aproape complet metaboli- 
zată, dar este resintetizată in ultima parte, a fazei de. creștere: (Suoma- 
lainen si Pfăffli, 1961). Această mobilizare. rapidă: a. rezervei .de carbohi- 
drati poate duce. la acumularea: unei rezerve de, energie ce va fi folosită 
în faza de lag, cînd celulele se pregătesc de diviziune. | og u 

'Trehaloza este hidrolizatá specific. de. trehalază care este. o u-glu- - 
cozidazá.. Mus 5 ca . Phe i f om... 

—&-.si B-Galactozidele./Drojdiile de panificaţie împreună icu drojdiile 
de bere de suprafaţă si de fund sint capabile de a fermenta partea fruc- 
tozică a'rafinozei. După scoaterea fructozei dizaharidul remanént-este o 
galactozidul melobiozá, care poate fi fermentatá de drojdiile de bere de 

. fund (S. carlsbergensis) dar nu si de.drojdiile de bere 'de:suprafaţă sau 
' drojdiile de panificaţie. : AL. E l Pot! 
^^ fPrimul pas ini fermentația melibiozei este hidroliza ei în afara mem- 
branei plasmatice. ` isca 1i al m. IT Lai EIE 
Lactoza nu este fermentată de drojdiile fermentaţiei: de fund si de 
suprafaţă. Drojdiile care fermenteazá lactoza, adaptate la glucoză, galac- 
tozá' sau lactozá fermentează lactoza mai repede decît un echivalent: de 
amestec de glucoză si galactoză. Dicksen si Markin (1980) au evidenţiat - 
prezenţa lactozei si a celobiozei la Kluvveromyces lactis: i gu 
AP ec erts T »- c 4 4 
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17 "Dintr-un, amestec de glucoză. şi manoză: drojdiile de: bere fermen- 
tează mai întii glucoza, fapt explicat prin penetratia lentă 'a imanozei, 
“ prin membrana celulei: de drojdie. şi probabil datorită unei -afinităţi scá- 
zute a manozei pentru hexokinaze. i A rii atita 
| “Atunci cînd este fermentată zaharoza, :ea este: mai: întîi hidrolizată 
în glucoză si fructoză iar ambele. drojdii de panificaţie: si.de bere fer- 
mentează glucoza-mai repede decît fructoza. NOS - 
 ^Pentozele si in special xiloza exercită. un efecti retardant asupra in- 
| tensitátii de fermentare a hexozelor de către drojdia: de bere, acest efect 
i „Miu la: drojdia de panificatie.. Pentozele,. însăși nu. sînt fer- 
mentate. i 


| 
| 
Ji 


— 


3.3.13. METABOLISMUL OXIDATIV 


"Metabolismul aerob. Drojdiile: posedă două căi .ale metabolismului 
glicolitic. Simon și Medina (1968) au arătat că în condiţii anaerobe .calea 
Embden-Meyerhof este folosită în proporţie de aproximativ 90%% de droj- 
diile de panificaţie si de Candida utilis. În condiţii aerobe calea hexozo- 
monofostat este responsabilă pentru 30—50% din glicoliză la Candida 

. ulilis si pentru 6—30% la Saccharomyces cerevisiae. În condiţii aerobe, 
„cînd fermentația are loc partial, rata de aerare nu exercitá nici o influentá 
asupra căii hexozomonofosfat la Saccharomyces cerevisiae. 

Höfer (1968), Nakagawa si Tatsumi (1968) au arătat cá Rhodotorula 
grücilis, lipsită de activitate” metabolică în conditii.de anaerobiozá, meta- 
bolizeazá 60—809/, din glucoza sa prin calea hexozo-monofosfat. 

Absența aerului nu este singura condiţie ce;'conduce la: o fermen- 
tatie alcoolică ; o concentraţie mare: de zaharuri în prezența oxigenului 
poate duce la fermentație. În acest sens, Singer. şi colab. (1966) au arătat 
cá'o concentrație de glucoză de peste 5% inliibá total sinteza enzimelor 
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respiratorii, pismo itis Star ed a din: mediu à hie -0:cr dite a activității 


“enzimelor ciclului citric: (Krebs) si evidenţiază o activitate considerabilă , 


a unei. părţi a enzimelor. ciclului, glioxilic: Scăderea concentraţiei de glu- 
coză.. influențează: de asemenea activitatea: enzimetor transportoare! de 


În condiţii de anaerobioză strictă are: loc: o inhibare. a fermentaţiei 


etanolului comparabilă cu cea. care are loc în Speo oxigenului, a 


aerului sau într-un amestec de oxigen şi azot. 
„Această inhibitie este „împiedicată prin aplicarea! unui nivel scăzut 


„de; oxigen înainte de adăugarea, zaharului pentru a fi, fermentat. 


Substraturi folosite în condiţii, de aerobioză.. Drojdiile metabolizează 
aerob, aceleași, zaharuri” pe care. ele le fermentează. In. plus, ele pot de- 
grada în respirație. unele dizaharide ca maltoza, de exemplu, de către 
Candida utilis, incapabilă de a o fermenta în condiţii anaerobe: 

‘Dintre; pentoze,. xiloza este o. bună sursă de. carbon pentru. sep dida 
utilis, arabinoza fiind inferioară din acest punct de-vedere. 

-Étanolul îmbunătățește creșterea lui Candida utilis într-un. adi mai 


mare decit- glucoza. De asemenea, acidul acetic induce o.oarecare crestere 
la această; specie, recolta. fiind mai mică decit în cazul folosirii zaharu- 


rilor, 
„Dacă în timpul creşterii drojdiilor de panificaţie ; mediul conţine pe 


lîngă glucide si etanol in jur de 49/, cresterea drojdiilor este considera- 


bilă, etanolul singur inducind.o recoltă mai. mică decît zaharurile. 
Drojdia de. panificaţie foloseşte in respiraţie si acid acetic care pare 


afi repede“ încorporat de drojdiile de bere de fund: în sistemul pi 


de metabolizare a hidratilor de:carbon. 
=" Alte surse simple: de carbon pentru creşterea lui “Scot -omajces cere- 
visiae includ : dihidroxiacetona, acidul «-cetoglutaric. și. oxalilacetic. 
Natura sursei “de: carbon în fiuehţeaze marcant metabolismul hidra- 
tilor de carbon la drojdii. 
Celulele dintr-o cultură tînără, pe KOE ni cu galactoză; au o sa popii 


. oxidativá mai mare decît celulele unei culturi tinere pe mediu: cu glucoză 
- $i de asemenea conţin mitocondrii.: 
= Drojdiile crescute. anaerob pe: mediu cu. calăptoză Dok „respira“ ime- 
. diat pe mediu cu glucoză, iructoză, galactozá sau piruvat. ; ne 


Maltoza este o sursă de carbon ce exercită asupra activității oxida- 
tive un efect. identic eu cel obținut în cazul utilizării galactozei: 

, Aceasta ne arată importanţa adaptării la sursa 'de carbon ca factor 

regulator al desfășurării metabolismului oxidativ al hidratilor de carbon. 


-Drojdiile capabile. de a utiliza drept sursă de carbon hidrocarburi fac 
parte. din: genurile : „Candida, Hansenula,. Tor ula şi 'Torulopsis. 


3.2. SURSE DE AZOT 


3.3.2.1: ;SURSE 1 DE AZOT. ANORGANIC: Aes 


„electroni. Prezenţa zaharurilor inhibă formarea: mitocondriilor. s - 


Toate: drojăiile sînt capabile să utilizeze sulfatul de: amoniu drept 


pă; de azot. v: 


“Comparînd influența diferitelor săruri: i de-a amoniu asupra creşterii droja 


diilor, Pirschle (1930) a găsit:că-fosfatul de amoniu. bibazic utilizat ca: 


sursă de azot determină o crestere:eficientà a drojdiei . de panificaţie. 
Surse la fel de ‘bune includ dostop de amoniu mono- si tribazic, sulfatul 
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! de amoniu, bicarbonatul,.carbonatul, acetatul, lactatul si tartratul, în timp 


AN 


ce clorura de amoniu s-a dovedit inferioară ca sursă de azot. Capacitatea 
de- asimilare .azotat-azot.poate. fi folosită drept criteriu de clasificare al . 


. drojdiilor. Drojdiile de panificație si de bere sint incapabile de a asimila azo- 


taţii în timp ce Candida. utilis o poate face : la cantităţi mici de azot ea ab- 
soarbe:azotatii dintr-o soluţie aerată cu o. rapiditate comparabilă. S-a su- 
gerat că toate drojdiile pot utiliza azotatii în prezenţa, în suficientă. mă- 
sură, ;a factorilor: de creştere. După, unii autori . printre care Roberts şi 
Wilson. (1954), Schanderl (1955) şi alţii, drojdiile din genul Rhodotorula 
pot asimila. şi azotul molecular. ^ . ^. up - 


3.3.2.2, AMINOACIZI . 


„Thorne (1933, 1941) a urmărit creşterea drojdiilor de bere de fund si - 
de suprafaţă folosind drept sursă de azot un aminoacid. El a observat cá 
atunci. cînd în. mediu. s-au adăugat suficienţi factori de creștere, acidul 
aspartic, asparagina şi acidul glutamic produc o creștere considerabilă, 
ei fiind urmați în ordine de x-alanină, acidul «-aminobutiric, valiná, leu-. 
cină; izoleucină, serină, ornitină, arginină, fenilalanină, tirozină şi prolină, 
care induc o. creştere rezonabilă iar triptofanul si oxiprolina au o slabă 
Valoare nutritivă si în fine histidina, glicina, cistina si lizina abia pot fi 


_Privite ca nutrienți. Schultz si Pomper (1948) au urmărit pe cîteva specii 


de Saccharomyces aminoacizii ce pot fi folosiţi drept sursă de azot. Ei 
ajung la rezultate similare cu cele ale lui. Thorne (1941), găsind: de aseme- 
nea că există unii aminoacizi speciali care pot fi absorbiți bine de unele 
specii de Saccharomyces. și mai puţin bine de altele ; aceşti aminoacizi sînt 
izoleucina, nietionina, fenilalanina, prolina, serina, triptofanul si tirozina. 
După Abadie' (1967), Saccharomyces cerevisiae are'o creștere inferioară 
cind histidina, lizina sau prolina sînt utilizate ca sursă de'azot. În pri- 
vinta glicinei, el obține rezultate diferite de cele ale lui Thorne (1941) si - 


Asparagina si glutamina prezente din abundență in maltül germinat 


sint bine cunoscute ca surse excelente de azot. Acidul aspartic si asparagina - 


Schultz si Pomper (1948). 


sint rapid asimilați în prezenţa glucidelor ; în acelaşi timp consumul de 
Oxigen este crescut si în plus' s-a găsit că sulfatul de 'amoniu poate fi 
Prezeritiîn mediu. icon o do no bonae t 
-in prezența sulfatului de amoniu asimilatele drojdiilor cu azot ami- 
Nic şi amidic de la acidul aspartic și asparagină dublează rata cu, care azo- 
tul amoniacal este absorbit din sărurile de amoniu. De asemenea, acidul 
Blutamic este bine asimilat în lipsa sărurilor de amoniu din mediu, el ră- 
minînd neasimilat dacă mediul conţine sulfat de amoniu (Hartelius, 
1938, 1939).  '- "eem id TNCS | Ma 7 
, După Hartelius (1938, 1939), lungimea lanţului carbonic al aminoaci- 
"lor influențează absorbţia acestora de. către drojdii /Saccharomyces ce- 
levisiae). El a găsit că glicina era asimilată foarte puţin; cu cît este mai: 
Mare numărul de atomi de carbon în lant cu atît mai uşor sint absorbiti 


* 


următorii patru aminoacizi omologi, în timp cc acidul aminocaprilic este 
asimilat la fel de puţin ca si glicina. De asemenea, el a mai constatat cá 
aminoacizii cu lanţ linear (neramificat) sint absorbiti mai bine decît cei 
Cu lanţ ramificat. ^ - 70, *04. tes aai iai 
Saccharomyces: cerevisiae nu poate asimila 8-aminoaċizii, ca de exem- 
plu P-alanina și acidul B-aminobutiric. B-alanina, desi neutilizabilá | ca 
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| rapidă decît cea a azotului, amoniacal (Thorne, 1949). Drojdiile pot asi- 
4. mila aproximativ 40—50% din totalul. de 


| 


, 


X 


/ 
A 


sursă de azot, este un factor de creștere iar atunci cînd: este adăugat in 
cantităţi mici poate mări creşterea drojdiei în prezenţa unei surse de azot. 
în ceea ce priveşte izomerii optici, în general drojdiile absorb doar 
formele L. Ambele forme D si L ale asparaginei si acidului: aspartic sint 
-asimilate de Saccharomyces cerevisiae, cei doi izomeri ai asparaginei fiind 
absorbiti cu aceeasi vitezá in timp ce izomerul D: al acidului aspartic este 
absorbit mai încet. sii z 
© La Rue şi Spencer (1967, a) au urmărit creşterea a 91 tulpini de drojdii 
apartinind la 19 genuri, cu D-aminoacizi drept sursă de azot. Ei au găsit 
că toate drojdiile cresc pe aproape toti L-aminoacizii si că ele pot folosi 
unul sau doar puţini din D-izomeri. În unele cazuri drojdiile au fost ca- 
pabile să metabolizeze D-aminoacidul dar nu şi L-aminoacidul corespun- 
zător. Dintre D si L-izomeri, ambele, x-alanine. au fost. foarte uşor asi- 
milate.; ^ O "ow LL => i 
4: „332.3. AMESTEC DE AMINOACIZI 
- Creşterea drojdiilor este mai rapidă atunci cînd în mediu se foloseşte 
'ca sursă de azot o'sare de amoniu, sarea de amoniu fiind o sursă mai bună 
decît orice aminoacid administrat $ingur. £4 T 
„Într-un amestec sintetic de aminoacizi la care.se adaugă o sare de 
amoniu, folosirea azotului, aminic este de aproape.o dată şi jumătate mai 
azot din must, acesta fiind în 
ea mai mare parte azot aminic. tai j d: 


Barton-Wright (1949) a urmărit prin metode crematografice » Si. MO 
crobiologice. schimbările în conţinutul de arginină, asparagină,. 'cisteină, 
glutamină, histidină. izoleucină, leucină, lizină, metionină, .fenilalaniná, 
proliná, seriná, treoniná, tiroziná, triptofan si valină în timpul fermentatiei 
mustului. El a observat următoarea ordine de asimilare.a.lor : primii uti- 
lizati sînt aminoacizii alifatici (metionina, lizina, leucina, acidul aspartic, 
izoleucina), ürmeazá apoi aminoacizii ciclici : fenilalanina, tirozina, trip- 
tofanul si histidina cu excepția prolinet care rămîne. aproape neatinsă. 

Slaba capacitate de a folosi prolina ca singură sursă de azot a unor tul- 
pini de Saccharomyces sugerează faptul că mitocondriile pot juca un rol ` 
important în catabolismul prolinei. Această ipoteză este susținută de ob- 


 servatiile lui Brandriss si Magasanik (1981) care au-arátat cá P5C-dehidro- 


genaza este o enzimă mitocondrialá. El a mai constatat cá drojdiil& de bere 
de.fund diferá de cele de suprafață prin aceea. că metionina este utili- 
zatá mai slab si incomplet iar acidul glutamic initial folosit aproape com- 
plet este excretat în stadii mai târzii într-o măsură mai mare decît orice 
alt aminoacid. În general, cei mai multi aminoacizi din must nu sint asl- 
milati asa de bine de drojdiile de fund ca de cele de suprafaţă. 

„în cercetări privind asimilarea aminoacizilor de către drojdiile de bere 
de fund, Sandegren si colab. (1954) au obtinut rezultate care diferă n 
parte de cele mentionate mai, înainte.. Dupá ei prolina este asimilată in 
mod clar. | i i Aa Ri » 
^ Pierce (1966 a, b) imparte aminoacizii ce pot fi absorbiți din must în 
patru grupe după viteza lor de absorbţie. Aminoacizii din. prima grupă 
cei mai repede absorbiți, au fost : acidul glutamic, acidul aspartic, asparâ- 
gina, glutamina, serina, treonina, lizina, arginina. "Următoarea grupă (2 
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cuprindea: valina, metionina, leucina, izoleucina; histidina.. Grupa a 3-a 
cuprinde : glicina, fenilalanina, tirozina, triptofanul, alanina iar „grupa 
a 4-a prolina. hj 

Palmqvist si Ayrapäa (1969) au Hae aceleasi grupe in fermentatii]e 
de fünd dar ei au observat cà ordinea nu este constantă, loc a argini- 
nei în special prezentind variaţii. 

Jones si colab. (1969) au arătat că aminoacizii nu hi incorporati ca 
atare in proteinele drojdiei, ei participind in reactii ce includ transaminări 
în care acidul glutamic mar un rol capital. 


3. 3.2 " PEPTIDELE : 


După peer (1938, 1939), drojdiile sint s să mA din 
mediu dipeptidele leucilglicină si glicilleucinà., Nielsen (1943) a cercetat 
asimilarea de către drojdii a 15; peptide. diferite, constatind cá nu numai 
dipeptidele sînt asimilate dar si polipeptidele, ca de exemplu DL-leucil- 
lizilglicil glicina. S-a stabilit că structura peptidelor influenţează asimi- 
larea lor, astfel glicil-L-leucina este asimilată în proportie. de 92—939/, 
din conţinutul initial de azot, în timp ce procentul de absorbţie pentru 
glicil-D-leucină nu depășește 2—49/,. Aceste cercetări: dovedesc că cres- 
ISA ea: nota este inferioară aie cind se e folosesc! iti Prem sursá 

é azot. 37 


> 


3.3.2.5. ALTE SURSE DE ATTI 


"Pentrü speciile de Sacchar omyces, “uresa ES dovedit o sursă de azot 


J la fel de bună ca și sulfatul de amoniu. Totuşi, dacă drojdiile cresc la fel 


de bine cu uree ca si cu sulfat de amoniu, mediul trebuie să conţină can- 
üitáti mari de biotină (Schultz si colab., 1940, b). Speciile de Saccharomyces 
prezintă o mare. variație în ceea ce "priveşte je line de a neve. pe 
baze purínice si pirimidinice. 


La Rue si Spencer (1968) au Sidi édpacitatea a 123 de: 'specii de 
drojdii' de a: creşte pe diferite purine sau pirimidine ca sursă de azot. 
Sacchăromyces cerevisiae creşte bine pe alantoină sau acid alaütoic si pe 
unele concentraţii de adenină, guanină sau citoziná. Candida utilis: poate 
utiliza un numár mai mare de compuşi cu azot decît Saccharomyces cere- 
siae. Aceasta din urmă crește încet pe histidină şi este complet incapabilă 
de'a utiliza alti compuşi imidazolici, în timp ce Candida utilis creşte bine 
în prezența L- histidinei, ee histidinei sau PL LU (La ad Și TRDE 
cer, 1967, b). + 


3.3.2.6. EXCRETIA COMPUSILOR CU AZOT 


Bin irai creşterii și al fermentatiei drojdiile de panificatie si cele de 
bere, la fel.de bine ca si Candida utilis, excretă compuşi cu azot. În afară 
de aminoacizi sint excretate si ‘oligopeptide. Aminoacizii găsiți în mediu 
sint aceiaşi. ca cei din fracţia de azot, solubilă în acizi; de la drojdiile de 
panificație, dar in cantități cu mult mai mici decît cele din celulele 
drosalilo:, | 

În timpul, primelor Haa de fermentație a mustului de. hamei, ami- 
noacizii gliciná, alaniná si proliná împreună cu amoniul sînt excretati in 
mediu. Rezultatele obținute de Jones si colab. (1965), cu medii: sintetice, 
au arătat că alanina, glicina, prolina si amidele nu sînt excretate in me- 
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diu mai înainte de 38 de. ore de creștere şi, exceptind prolina, -excreţia 

lor continuă pe toată durata fermentatiei. Atit excretia. cit și. absorbtia 

aminoacizilor este dependentă de sursa de energie utilizată. | —De 

S-a arătat cá atunci cînd celulele de drojdii sînt suspendate în apă 

ele excretă- nucleotide. În. aceste experienţe aminoacizii excretaţi în: so- 

lutii de.glucoză au fost reabsorbiti in timp ce nucleotidele nu ; mai mult, 
nucleotidele .au fost excretate în cantități mai mari în. soluţii de.glucozá 

decît in: apă: l 4 T ON M— T, 

. Lee si Lewis (1968 a) au identificat următoarele: nucleotide excretate 
de. Saccharomyces carlsbergensis : nicotinamid-adenin-dinucleotid;: citi- ` 
din-5/-monofosfat, adenozin-5'-monofosfat, . suanosin-5'-monofosfat, uri- 
din-5'-monofosfat, adenozin-difosfat si următoarele cinci baze azotate li- 

- bere : adenină, guanină, uracil, hipoxantiná, citozină si patru nucleozide : 
adenoziná, citidină, uridiná şi guanozină. Mai tîrziu ei au identificat ace- 
leaşi componente si în fractia intracelulară: ani 


- d 


„3.3.3. SURSE DE FOSFOR 

| 2 - Fosforul: este sin element. necesar atit. pentru. creşterea drojdiilor cit. 

| Si pentru fermentatie. Drojdiile de. panificaţie și: cele. de bere sint capabile 

. de a crește bine pe un mediu fără fosfor dar in acest caz rezervele fosfat 
ale celulelor sînt folosite pentru creştere. M MT 


Celulele de drojdii asimilează ortofosfatii din mediu după gradientul 
de concentraţie. Dacă KH PO, este folosit ca sursă de fosfor, H3POr poate 


fi absorbit mai bine, decit în cazul NaHzPO,. | 


^. Drojdiile absorb fosfatul sub formă de. anion monovalent, HPO, 
\ lar ionul bivalent nu este absorbabil (Rothstein, 1961)... | dann. 
| ©; «Candida: utilis, săracă în fosfor, asimilează rapid fosfatul din mediu 
|__ea putindu-si dubla conţinutul normal în fosfor. Miettinen (1964) a.arátat 
că PX-ortofosfatul este absorbit asa de repede încît in 0,1 s.a fost găsit in 
cel puţin zece esteri. fosforici organici. Savioja:şi Miettinen (1966, a) au 
identificat o serie de componente din fractiunea de fosfor solubilă in acizi. 
Cind.P3-ortofosfatul a fost asimilat de Candida utilis la temperatură mai 
mare decît: cea normală, distribuţia şi. nivelul, de radioactivitate diferă de 
cea: obținută la temperatură normală. La. 38... 48°C trehalozo-6-fosfatul 
se acumulează în drojdia furajeră Candida utilis si în drojdia de panificaţie 
Saccharomyces cerevisiae atit în condiţii aerobe cit şi anaerobe. La 30°C 
urme ale acestui compus sînt detectate numai dacă suspensia de .celule 
este agitată cu oxigen pur. azi | ud 
Éi ` Fosforul anorganic absorbit de:celulele de'drojdii este stocat ca mono- 
J fosfat în granulele de volutiná. Metafosfatul este prezent în drojdii sub . 
formă de două fracţii diferite, ambele dînd o reacţie metacromaticá cu. 
albastiu de toluidină.: O fractie metafosfat este solubilă iar cealaltă inso- 
| lubilà. Metabolic, fractia metafosfat insolubilă’ este mai activă decit: cea 
solubilă, fiind rapid si reversibil transformată in celule ‘în ortofosfat 
| (Wiame, 1949). ^ s - j j i H F? 3 IB 
© “Sinteza, metafosfatului in celule este o necesitate pentru o crestere ra- 
pidă a drojdiilor. În acest sens, Yoshida şi Yamataka (1953) au. stabilit cá 
metafosfatul poate -constitui un depozit de. energie: fosfatică in. celulele 
d fojdíilog: mec vehi ei - | . we " 
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"Markhom si Byrne (1967) au arătat că creșterea drojdiilor de bere de 
suprafaţă se intensifică atunci cînd concentraţia de fosfat este ridicată la 
o limită superioară. —'. | | oii au: 

Cînd drojdiile de panificaţie sau Candida utilis 'sînt cultivate într-un 
mediu. sărac in fosfor, activitatea fosfatazei acide, localizată la nivelul 
membranelor celulare, creşte. i TE i 

Günther si Kattner (1968) sînt de părere cà drojdiile crescute pe medii 
fără fosfor pot obţine fosforul necesar din esterii fosforici cu ajutorul: fos- 
fatazei acide. d LE La Ad (mes 


138.4. SURSE DE SULF 


Aproape. toate drojdiile își iau sulful necesar din, sulfatul anorganic 
care însă poate fi înlocuit parţial sau în întregime de alţi compuși anor- 
ganici sau organici cu sulf. . Medi, pi le Dip "MEM V dee P RE 

“Cele mai multe specii de Saccharomyces manifestă o creștere bună 
atunci cînd sulfatul este înlocuit cu sulfit sau thiosulfat. Ele sînt însă in- 
capabile de a utiliza aminoacizii cu sulf ca, de exemplu, cisteina sau cis- 

. tina, drept surse de sulf. 3 MM. E M LAUS ^. rio METTE 
Unele specii de Saccharomyces sint capabile să înlocuiască sulfitul cu 
metionină, in măsură variabilă. În general, folosirea sulfului “din gluta- 
„tion este inferioară folosirii lui din metionină. ^^. T ZEE 
“Factorii de creştere care contin sulf, ca- biotina si: tiamina; nu pot fi . 
* folosiţi de drojdiile de bere de suprafaţă drept sursá de sulf. iata) 
Maw (1963 c) a arătat cá nu numai sulfatul dar si metionina si gluta- 
tionul, cînd” sint: prezenţi în mediu, pot mări intensitatea creșterii droj- 
diilor. | | a AM. 

.— Candida utilis poate folosi un număr mai mare de surse de sulf de- 
cit Saccharomyces cerevisiae, ea crescind bine dacă sulfatul este înlocuit 
de sulfit, tiosulfat, sulfid, glutation, metioninà, cistină sau cisteină; acid 
„cisteic sau taurină. ; Ak 

.Absorbtià sulfatului cere energie si atit glucoză cit si nutrientii cu ` 
| azot trebuie să fie prezenţi in mediu. Intensitatea de aerare în propagarea 

„+ lui Saccharomyces cerevisiae influenţează puterea sa de-a folosi diferite. 
surse de sulf. Mărirea aeratiei şi diminuarea nutritiei în timpul propagării 
industriale a drojdiilor de panificaţie duce la o diminuare a conținutului 

„total de sulf din celule. | > TED BPI d EUST B. E ento dus qo 
‘Kotyk (1959) a dovedit că absorbţia sulfului decurge cu aceeaşi in- 
tensitate în ambele căzuri de aerobiozàá si anaerobioză.: 'l'iosulfatul, sulfi- 
tul 'şi selenatul inhibă utilizarea sulfatului iar ethionin- si metionin-sul- 
fonii inhibă absorbția aminoacizilor cu sulf, | | 


je) Kun 128 5 
S 


„8.3.5. INFLUENȚA ELEMENTELOR MINERALE 

i „ASUPRA CREȘTERII DROJDIILOR 

|. . Drojdiile au nevoie de unii compuşi minerali care joacă rol de com- 
bonente funcţionale ale proteinelor,-de activatori ai enzimelor sau'de sta- 
biliZători at proteinelor: 0 demos CE UOTE 1 
„Unii compuși minerali, desi nu sînt necesari pentru propagare, pot 
Stiraula creşterea drojdiilor. Lie utoa 5 


^" . 
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Analizele: spectografice au arătat cá drojdiile contin diferite micro- 
elemente ca, de exemplu : argint, bariu, cobalt, crom, cupru, molibden, 
nichel, vanadiu etc. | Mess 
-< White si Munns (1951) au evidenţiat aproximativ 50: elemente pe care 
ei le-au împărţit în patru grupe : foarte toxice, moderat toxice,; puţin 
toxice si foarte puţin toxice sau netoxice. T iniit uS NÉ 

În' grupul elementelor foarte toxice intră: cadmiul, cuprul; osmiul, 
mercurul $i paladiul care inhibă complet creșterea , in . concentraţie „de 
0,4A—10 ppm. Elementele din grupul moderat-toxice inhibă complet creş- 
terea în concentrație de 115—400 ppm, din acest grup făcînd parte cobal- 
tul, litiul, fluorul și cositorul. Elementele puţin toxice incluzînd seleniul 
şi thoriul inhibă complet creşterea la concentraţii de 500—600 ppm. Ele- 
mentele foarte puţin toxice sau netoxice includ plumbul, fierul, halo- 
genii sub tormă de săruri de potasiu, antimoniu, strontiu şi bariu. Acest 
srup contine de asemenea şi magneziu, potasiu, sodiu, calciu, sulf și fosfor 
care sînt în mod normal cerute de creşterea drojdiilor şi 'care' au proprie- 
tăţi netoxice. — vd LA Mari inf i 

Mediile de creştere care contin compuși organici ca melasa‘ si mustul 
pot avea 'capacitatea de a proteja drojdiile de influenţa "unor inhibitori 
prin precipitarea lor sau prin complexarea lor. < Pa Po ^2 

Dintre metalele alcaline, potasiul este un element necesar drojdiilor 
atit pentru crestere cit si pentru fermentatie. . . ie 


A ^".Absorbtia ionului K este. usuratá de absorbția glucozei ; cind aceasta 
este consumată, ionii de K* sînt retransportati in mediu. Cind ionii de Kt 
sint absenti din mediu fosforul nu mai poate fi absorbit. 


„“-Drojdiile fermentative absorb. de două ori mai mult K*' decît cele res- 
piratorii. — — ZI 

. :S-a găsit că efectul ionilor de Kt asupra creşterii si fermentatiei poate 
fi înlocuit parţial de alţi ioni alcalini. Din acest punct de vedere ionii al- 
calini- ocupă următoarea ordine : Rb" ; Nat; Lit; Cst, (Rothstein si De- 
mis, 1953). i "m : ai 

. -Plecind de la drojdiile de panificație Conway si Moore (1954) au pre- 
parat drojdie bogată în sodiu, în care potasiul din celule a fost înlocuit cu 
sodiu, Această, drojdie .prezenta o. intensitate a, fermentatiei similară cu 
drojdia bogatà in potasiu, dar care era mai micá decit cea a drojdiei de 
panificatie comercialá. Rata de crestere era însă mai mică decît la drojdiile 
bogate în potasiu şi la cele comerciale. A 


. În unele condiții, potasiul din. drojdia de panificație- intactă este în 
întregime înlocuibil cu amoniu (NH7). Drojdiile cu NHZ fermentează glu- 
coza în. proporție de aproximativ 400/ faţă de drojdiile cu K. Ele pot creşte | 
în absenţa potasiului, dar intensitatea iniţială a creșterii este mult mai 
scăzută. Consumul de oxigen este mai mare decît în cazul drojdiilor cu 
potasiu. Ionul NHZ înlocuieşte ionul K+ tot atit de puţin ca si Li si Cs. 

Magneziul este un factor de crestere necesar pentru drojdii, el fiind 
un activator enzimatic cu importanţă deosebită în activarea unei game largi 
de fosfat transferaze si decarboxilaze. Cu toate acestea atunci cînd io- 
nul K+ este înlocuit de magneziu, asa cum au arătat Conway si Beary 
(1962) (care au obţinut drojdii: bogate în Mg), creşterea este: inhibată iar 
absorbţia oxigenului si intensitatea fermentatiei sînt scăzute. 

În ceea ce privește calciul, desi aparent neesential pentru creşterea ce- 


lulelor de drojdii, el stimulează creşterea si fermentația.. 


ta, 
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| ; : id A3 V Das : 

| > Atkin si Gray (1947) au arătat cá în absenţa magneziului calciul nu 
^ afectează intensitatea fermentatiei atunci cînd se găsește in concentrații 

| af dar este oarecum inhibitor la concentratii mari. 


“Cuprul în concentrații mici este necesar pentru creşterea drojdiilor. 
Astfel. Hanson. si Baldwin (1941) au.güsit că o aditie de cupru sub formă 
de sulfat la mustul.de malf promovează creşterea drojdiei de panificaţie 
prin influențarea potențialului redox. În plus, prezența unor cantități 
mici de fier este-necesară pentru creșterea drojdiilor. Cuprul și fierul in- 
duc o.crestere a activităţii citocromilor si a ciclului acidului citrie, 

La Candida guilliermondii deficitul de fier din mediu duce la o acu- 
mulare de etanol, piruvat si acil fosfat împreună cu o creștere a excre- 
tiei de riboflavinà. 


: Adăugarea de zinc în mediu stimulează creșterea drojdiilor iar cînd 
el se adaugă în mustul de malt înainte de inocularea drojdiilor creşte in- 
tensitatea. fermentatiei (Densky şi colab., 1966). Absorbtia zincului este 
influenţată de temperatura mediului si de concentraţia de cupru din mediu. 
S-a găsit, de asemenea, că adăugarea de bor, cobalt sau iod nu afectează 
Aaaa la drojdiile de panificaţie şi la Candida utilis și că ionul de cobalt 
| in concentratie de 10——10—* M este toxic pentru crestere ea drojdiilor 
Saccharomyces cer evisiae, capelă ka utilis, Candida albicans si Candida 
uu Hermoqdue 


—— M 


3. 3.6. FACTORII | CREȘTERE: 


3. s 6.1. „NECESITĂŢILE ÎN FACEORI DE CRESTERE 


3 Diferite. specii de drojdii ; au Sp extrem ps diferite în. ibd 
factorilor de creştere. Cei. mai comuni factori. de crestere absorbiti singuri 
Sau împreună cu alţii sînt : biotina, aridus pantotenic, inositolul, tiamina, 
acidul nicotinic si piridoxina. dig 

 Biotina. Kögl si Tönnis. (1936) au Feo: Si identificat un factor de cres- 
tere din ouă. si: drojdii pe care-l numesc biotină. Ei descoperă că acest fac- 
| tor promovează creșterea drojdiei” de panificație şi fermentația alcoolică ; 
| ulteriór s-a: găsit că toate drojdiile de suprafatá si de fund si un mare 
| număr de alte drojdii au nevoie de D-biotină, fie singură fie împreună cu 
| „alţi factori de creştere, e, Exemple. de. :drojdii care nu cer biotină sint unele 
“specii de Hansenula, Mycoderma si Br etanomyces. Candida utilis si Han- 
senula anomala nu absorb cantităţi notabile de biotină, chiar dacă aceasta 
` este prezentă în mediu. Keränen ` (1969) a găsit că adaosul de biotină in- 
duce inhibarea biosintezei de biotină în drojdia furajeră Candida utilis. 
Cu privire, la Saccharomyces cerevisiae, care are nevoie de biotină, 
conţinutul de biotină din mediu influenţează absorbţia ei. Adăugarea în 
mediu a acidului: none ape olio: duce: la acumularea destiobiotinei í în 
drojdia de panificaţie. | 
Dintre analogii biotinei, D- destiobiotina, biocitina si biotin-D- sulfoxi- 
dul pot înlocui biotina la Saccharomyces cerevisiae. Oxibiotina înlocuiește 
biotina „doar, par tial si nu este transformată in biotină. 
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Capacitatea analogilor de.a inlocui biotina ca factori de creștere este 
foarte variată la diferite microorganisme (tabelul 21). i | 
Tabelul 21 
Capacitatea 'analogilor de a înlocui: biotina ca factor de creștere pentru diferite 
microorganisme (după Heikki Suomalainen şi Erkki Oüra.din ;,The Yeasts“, vol. II, 
f 4 < 1971, Acad; Press (London and: New York) peut pe 


Compusul d adc da: Lactobacilus M casei Beferinte. bibliogratice 
; ; siae : arabinosus ; : Jena i 
11 E E , 
DrBietius inh Var tHon «3 100 — — — 100 | 
3 y r, 3 i k J f =y | - l i 
D-Biotin.metilester . .100 —i i 105 Kögl şi Tännis- (1936); Shull şi 
AVIR O NE MS ss RT „colab. (1942) —— 
Biocytin 100 . 0 100. ^ Lielistéin "si: colab. (1030); 
LER n l VY 4r p * Wright. si colab. (1951). 
Biotin D-sult oxid 100 100 20,00001 — :Melville și colab. (1954). 
Biotin L-sulf oxid: > ` 0,002 - 5 5. ^ Melville si colab. (1954). 
' D-Destiobiotin |. 100 n 0. Melville si colab. (1943); Dit- 
[ "AM £ ü .uner si colab.' (1944). 
'DL-oxi biotin | 25 50 ` 40 ^ Pilgrim si colab. (1945); Rubin 


si colab. (1945). 


+ Creșterea cu biotin este socotită ca fiind- 100 - 


5 ,. Acizii graşi, saturati şi nesaturati, cu lanţ de 16 si 18C si esterii lor 
etilici adáugati impreuná cu acidul aspartic ns cabo “să: înlocuiască 
biotina în creșterea drojdiilor. de panificaţie în condiţii aerobe. (Suoma- 
.lainen şi Keränen, 1963 a, 19684. 4... 5 ENY: Kinia Piti 
(C Biotina participă în metabolismul drojdiilor in.mai multe cái meta- 
bolice : in carboxilarea acidului piruvic, in sinteza piridin-nucleotidelor, 

| ih sinteza acizilor nucleici, in formarea bazelor pirinice si pirimidinice $i 
în sinteza acizilor graşi. S-a constatat că deficitul factorilor de creştere 

| „provoacă de asemenea deteriorarea membranei plasmatice, | ^. 
/ ~ Acidul pantotenic. A fost izolat.la inceput din ficat de cátre Williams 

| si colab. (1938), apoi s-a găsit într-o serie de plante și ţesuturi animale și 
"i s-a descoperit capacitatea de a stimula creşterea la Saccharomyces ce- 

| revisiae. Ulterior's-a constatat că multe specii de Saccharomyces cer acid 


pantotenic pentru creştere.. În cantități mici; un component al acidului 
pantotenic,: B-alanina, poăte înlocui necesarul de acid pantotenic al droj- 
diilor. Efectul de promovare a creșterii al B-alaninei se, manifestă doar 
în. absenţa asparaginei, deşi asparagina nu influenţează. activitatea. aci- 
dului pantotenic. abati OT E E EE 


^* ^ Taurina si pàntoiltaurina sint inhibitori ai acidului pantotenic, dar ei 
| “nu inhibă efectul B-alaninei. Miody 1 nc 
| Acidul .pantotenic. influenţează metabolismul. drojdiilor atit în con- 
| ditii-aerobe cit si anaerobe. EL participă in transferul, grupării acyl, ca un 
| component al coenzimei A, în metabolismul carbohidratilor si al acizilor 
X Inositolul. Eascott (1928) a izolat myo-inositol din praf de ceai şi 2 
_Jdemonstrat cà el stimulează. creşterea” drojdiilor: Myo-inositolul este un 
| ^ 


90 


N 


A 


E ) inositol necesară pentru a produca o PRESIES, maximă a drojdiilor. este re- 
ps mare. . 

Într-o oarecare măsură drojdiile de ‘panificație. si de bere (de fund) 
sint capabile sá sintetizeze inositol sau o substanță inositol-activà; in ab- 
senta inositolului din mediu. Totusi, la cultivarea drojdiei. de. panificaţie 
inositolul trebuie să fie adăugat în mediu pentru producerea unei recolte 
optime, deși melasa de sfeclă îl contine în cantităţi suficiente. 

Unele tulpini de drojdie 'de bere de suprafaţă si de fund, au nevoie de 
|. inositol iar altele nu., 


D-inositolul, sesso pinttolui (eterul monometil al D- inositolu- 
lui), " chebrachitolul (eterul monometil al L-inositolului) si. inositol-hexa- 
acetatul sint incapabile de a acţiona ca factori de creştere. Produsii de 
oxidare ai myo-inositolului: incluzind acidul rhodizanic, tetrühydroxyl-p- 
chinona si trichinonilul, înlocuiese în parte inositolul ca promotor al creş- 
terii lui Saccharomyces carlsbergensis. Totuşi, acest efect nu poate Îi ex- 
plicat: prin presupunerea cá acesti compusi reduc myo- -inositolul in celule, 
intrucit actiunea lor este complet. independentă de ceai a myo-inositolului 
şi poate rezulta din influența pe care ei o exercită asupra condițiilor. re- 
dox ale mediului. 


e 


^N 


| Lipsa inositolului duce la o slabă eficienţă a diviziunii celulare și la 
schimbări morfologice, mai si la nivelul TE telor Adi aa și al 
peretelui - celular. -— 


j Soarta metabolică a inositolului in. elillele de Saccharomyces carls- 
 bergensis nu este cunoscutá dar sint drojdii ca Schwaniomyces occidentalis 
care sintetizează o enzimă ce. poate descompune myo-inositolul jar cao 
consecintá drojdiile de acest tip sint capabile să: „crească cu myo- -inositol 
drept sursá de carbon. 


Deficitul de inositol produce. o slăbire a metabolismului glucozei atit 


în condiţii aerobe cit si anaerobe. n m 
Inositolul,. in, special ataşat la lipide, acţionează | ca un component 


structural. Desi nu i se cunosc proprietățile coenzimice, Ghosh.si Bhat-. 


tacharyya (1967) sint de părere că activitatea tosfofructochinazei. este afec- 
tată de deficitul de inositol.. | 


|  Tiamina. Williams şi Roehm (1930). au. găsit cá. ‘tiamina . stimulează 


| creşterea drojdiilor, de panificaţie. Totuși, doar puține. tulpini de, Sac- 


| stereo-i -izomer optic inactiv al hexahydroxyeyclohexanului. tastat tii de: 


Saccharomyces 'car Isbergenisis asimilează: rapid inositolul. din mediu.. 


| charomyces cerevisiae cer . tiamină pentru creştere.. Este . tipic pentru? 


4 drojdiile de bere de suprafaţă faptul că ele au nevoie de tiamină sau. pi- 
| ridoxină, prin. aceasta deosebindu-se de cele de fund care cresc bine pe un 
| mediu ce nu conţine nici tiamină nici piridoxină. 
: Ambele drojdii, de bere si panificàtie, absorb rapid tiamina din. mediu. 
Absorbtia tiaminei de cátre drojdiile de panificaţie se realizează p2 aceeaşi 
„Cale a transportului activ. tipic. Necesarul de tiamină este caracteristic la 
drojdiile ce fermentează lactoza şi la Rodotorula. ` 


F 
| 
| 
| 


N zente, desi capacitatea de a sintetiza o componentă cînd cealaltă este ab- 


-sentà este extrem de micá sau lipseste complet. 


41 — Biologia si tehnologia drojdillor — cd. 31 


.Drojdiile de bere. de fund sint incapabile de a . sintetiza lamina. por- 
nind de la părțile ei componente, tiazolul si pirimidina, chiar dacă amin- | 
| două sînt prezente. La drojdiile de panificaţie si drojdiile de bere de su- 
 “Prafaţă sinteza tiaminei se realizează dacă ambele componente sînt pre- 


d 821. 


3j 


m 


X. 


crestere necesar.. „Deşi adăugarea în mediu de acid nicotinic în condiţii ae- 


Westenbrink si colab. (1940) au descris o fosfatază ce hidrolizeazà tia- 


"min-fosfátul, iar Sperber (1942) a demonstrat că absorbţia tiaminei atunci 


cînd drept substrat s-a folosit difosfotiamina a avut aceeaşi valoare op- 
timă de pH cà si ‘fosfataza descrisă de Westenbrink si colab. (1940). Sper- 
ber (1942) considerá cà această. fosfatazà ‘prin defosforilarea tiamin- difos- 


fatului contribuie la creşterea concentraţiei de tiamină. 


Tiamin. mono- si difosfatul cînd sint incubati cu Sacċháromyčes mi 
ber gensis sint complet absorbiti de drojdii: Si Eni sub. formá de tiamină 


Jiberă în celule, 


Kawasaki şi colab. (1968) au constatat că extractul „proaspăt de celule 


de Sacchar omyces carlsbergensis avea o activitate fosfatăzică și cataliza 


hidroliza tiamin-fosfatilor. jt 


Tiamin-difosfatul.. este. o coenzimă pentru cocarboxilazá. Forsander 
(1956) . a constatat. cá tiamin-fosforilarea. decurge . într-un fel ca un trans- 
fer direct. al grupului. pirofosfat de la ATP la tiamină. Tiaminochinaza 
purificatà, extrasă din drojdia de. panificaţie, este specificá. pentru ATP si 


alti: nucleosid- trifosfati ca. donatori de grupări fosfat şi. acţionează cu tia- 


mina ca acceptor, de grupări fosfat, în timp, ce. ADP- ul sau. tiamin-mono- 


 fosfatul sînt inactivi ca substrat. - 


„Acidul nicotinic. Drojdiile care. necesită . acid, tici includ unele 
specii de. Kloeckera, Candida, Zygosaccharomyces, Sacchar omyces şi Schi- 


zosaccharomyces. 


Capacitatea drojdiilor de panificație de a "intetiza Acid nicotinic in ] 
condiții anaerobe este limitată. și acidul, nicotinic este astfel un factor de | 


PIE 


robe „promovează sinteza de NAD, el inhibă sinteza de acid. nicotinic a 


drojdiilor pe care o poate chiar opri. „Acidul nicotinic este. necesar la droj 3 
diile « ce fermentează lactoza. 


Acidul nicotinic si amidele lui par a fi factori de crestere egali pentru 


drojdii. Ambii compusi pátrund in celule, in mare, pe. aceleaşi, căi, iar 
„absorbţia este dependentă de activitatea metabolică a drojdiilor. Nicoti- 
“namida este o parte componentă. a. coenzimelor transportoare de hidr ogen 


N NAD $i NADP. X 


Piridoxina. Schultz şi colab. (1938 b) au arătat, că vitamina Bo. pro- 
moveazá creşterea la Saccharomyces. cerevisiae desi multe tulpini de Sac- 


charomyces cerevisiae si Saccharomyces carlsbergensis nu necesită piri- 


doxină pentru creștere. Drojdiile' care necesită piridoxinà includ nu numai 
unele tulpini de Saccharomyces dar şi SPETA, de Kloeckera, Torulopsis, PEE 


chia şi Brettanomyces. 


Grupul de vitamine Bg include piridoxina, pir piridoxalul ; si piridoxamina.— 
La speciile de Saccharomyces carlsbergensis care cer piridoxină ea este 
înlocuibilă cu: piridoxal sau .piridoxamină, deşi influenţa ` piridoxaminei 


“este ceva mai mică. Unele rase de Saccharomyces cerevisiae cer piridoxină 


care nu poate fi înlocuită decit. parțial prin piridoxal sau piridoxamină- 


Deşi Saccharomyces carlsber gensis absoarbe rapid piridoxalul, piri- 
doxal-fosfatul nu este absorbit iar extractul celular proaspăt al acestei 


drojăii. este incapabil de a hidroliza piridoxal- -fosfatul. 


Piridoxal-fosfatul actioneazá: cao coenzimá a enzimelor. ce. participă 
în metabolismul aminoacizilor, aşa cum ar fi. de ae da ăia aminotransfe- 
razele. 
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| Riboflavina. Oura si Suomalainen (1961) sînt de părere cà toate droj- 
| diile sint capabile să sintetizeze riboflavină, ei arătînd că atunci cînd ce- 
lulele de drojdie de panificaţie sint transferate din condiții anaerobe de 
\ cultură in condiţii aerobe în timpul propagării industriale, conţinutul de 7 
| riboflavină crește iar creşterea este maximă în faza de creştere semi- 7 
aerobă, M 
„A. Factori necesari în condiţii anaerobe. În anul 1953, Andreasen şi Stier 
| au găsit că în condiţii de anaerobioză strictă ergosterolul este un factor de 
crestere necesar pentru drojdiile de distilărie. 
Sinteza ergosterolului este inhibată de componentele ce inhibă res- 
piratia, cà cianatul de sodiu si dinitrofenolul. ' 
< Nu întreaga structură moleculară a ergosterolului este necesará: pen- 
tru promovarea creşterii intrucit epicolestanolul (5 a-colestan-3 «-ol), 
component al ergosterolului este tot atit de eficient ca şi ergosterolul. 
Andreason si Stier (1954) au gásit cá ,/Tween 80* (polyoxi-etilen sor- 
bitan monooleat), datoritá continutului sáu in acid oleic, este un factor ce 
promoveazá cresterea in conditii anaerobe. Acidul oleic, şi linoleic s-au 
dovedit a fi mai activi decît acidul linolenic. ` 
‘Bloch si colab. (1961) au observat că acidul 9- (și, 10)- -hydroxistearic 
normalizează creşterea drojdiilor în condiţii anaerobe. Un amestec de acid 
9-(si 10)-hydroxistearic se schimbă în drojdii în acid 9-(si: 10)-acetoxistea- 
ric. 9 (si 10) Acetoxistearatul, acidul 11 cis- octadecenoic si acidul 9-octa- 
decynoic (acid stearolic) pot fiecare sá înlocuiască acidul oleic ca factor de 
igrest exe al £p in condiţii anaerobe. i 


: 9.3.6.2. CARBOHIDRATI DE REZERVĂ, GRĂSIMI SI FOSFATI 


Continutul de glicogen la drojdiile de panificatie creşte atunci grid 
glucoza este fermentatà in conditii de culturá deficiente in azot. În timpul 
producţiei industriale a drojdiei de panificaţie conținutul ei în glicogen 
creşte prin transfer din condiţii anaerobe în condiţii aerobe. La începutul 
fiecărei perioade de creştere conţinutul în glicogen. scade, dar el este re- 
sintetizat in final; -conținutul de glicogen al -drojdiei de panificație co- 
merciale este aproximativ 120%. Conţinutul ridicat de carbohidrați este 
corelat pozitiv cu rezistența drojdiei de panificație la autolizà. 

. Contrar situaţiei de la drojdia de panificaţie, conţinutul in fpes 
al drojdiilor de bere de fund scade la inceput intr-un mediu cu deficit de 
azot iar mai tîrziu creşte încet. - 


' Drojdia de panic poate contine trehalozá pinà la uà din sub- 
Stanfa uscată. 


- “Adesea, drojdia de bere de a piaţa si de fund crescutà abaco con- 
tine trehalozà, dar in cantitáti considerabil mai mici decit drojdia de pa- 
nificatie. 

În timpul e eie industriale a datie de caile pd conţinutul 
în “trehaloză al celulelor crește prin transferul din condiţii anaerobe în 
condiţii aerobe. La începutul fiecărei perioade de creştere trehaloza dis- 
pare aproape complet din celule, dar este din nou resintetizată la Parsial 

trioadei; - 

J În anumite condiţii, unele drojdii sînt capabile să producă grăsimi 
din carbohidrați Si să le depoziteze în celulele lor; astfel de organisme 
sînt și Candida pulcherrima, p cu utilis, Torula AM i, Hansenula 
imomala. | | 
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ALD organism eA UEM pentru producerea, industrială de grăsimi 


E Rodotorula gracilis, cu un continut : de grăsimi, ajungînd pînă la 6094. 


Un astfel de conținut în grăsimi se obține prin aerarea mediului deficient 


în azot si fosfor... 
Pentru pr oducerea al g de grăsimi, “drojăiile folosesc î în jur de 4—5g 


de glucoză. „Rodotorula gracilis produce, de, asemenea, grăsimi, cînd se 


foloseşte drept sursă de carbon, xyloza. 


Fosfatul absorbit din mediu de către, drojdiile de panificatie se de- 
pozitează sub formă. de metafosfat în. granulele, de volutină. Acest poli- 
fosfat apare atit sub formă solubilă cît şi insolubilă ; forma insolubilă este 


rapid şi reversibil transformată, în celulele drojdiei, în ortofosfat. Polifos- 
faţii. reprezintă rezerve de energie si pot, de asemenea, fi precursori pen- 


tru o creştere rapidă a. drojdiilor. te 4 
Este demn de retinut faptul că un conţinut ridicat de polifosfati tinde 


să scadă stabilitatea celulelor. de drojdie. de panificaţie... 


3.3. 8 3. SURSE NATURALE Ph INDUSTRIALE. DE NUTRIENTI 


MI EE 

Melasa. Melasa de trestie de VA sau de sfeclă, sau SS acul lod 
este cel mai important material neprelucrat. folosit in „producerea indus- 
trială a drojdiei de panificație. | 

„„„ Tipurile de melasă care au fost folosite. pentru, propagarea drojdiilor 
sînt : de sfeclă, de trestie înaltă, de trestie de rafinărie şi altele. 

Melasa de sfeclă conţine aproximativ 50%/ zahăr, in mod practic toată 
zaharoza.ei, in plus conținînd rafinoză (aproximativ 29/0) şi cantităţi mici 
de zahăr! ‘invertit. Drojdiile de panificație sint capabile de a "utiliza doar 
o treime din reziduurile de hexoze ale rafinozei. 

„ Compuşii nezaharati fárá. azot din melasa de sfeclá iaia pectine si 


„acizi. organici ca, de exemplu, acid oxalic, acid formic, acid. acetic, acid 
‘butiric, acid cetoglutaric,. acid lactic, acíd succinic, acid propionic. 


Conţinutul in zahăr al amestecului de melasá de sfeclă si trestie este 


l -aproximativ 900/,, dar melasa de trestie.are un conţinut mai scăzut de za- 


haroză în raport cu conţinutul total de zahăr şi contine mai mult zahăr in- 
vertit decît melasa de sieclă. Prezenţa acidului aconitic este caracteristică 
melasei de trestie.: i 

“Conţinutul total 'de azot al melasei. de: sfeclă este de 1—2»A; din care 
cea mai mare cantitate este reprezentată de aminoacizi. Alanina este: pre- 
zentá în cantităţi mari; alti aminoacizi găsiţi sînt :. acidul Y-aminobutiric, 
acidul glutamic, leucina, acidul aspartic, glicina, serina, valina, tirozina si 
treonina. În cea mai mare parte, acidul glutamic apare ca acid pirolidon- 
carboxilic z acidul glutamic. și „acidul pirolidon-carboxilic formeazà im- 
preuná cea mai mare parte a azotului aminic, la melasa de sfeclă atingînd 


„pînă la aproximativ 55%. 


Betaina este compusul azotat tipic al melasei de sfeclă si ea nu apare 


-în melasa de trestie. Continutul azotului betainic din: melasa de sfeclá 


variază de la 0,08 la 0,79/,.din azotul total; el este neasimilabil. Și rămâne 
în melasa. fermentată. Alţi compuși organici cu azot din melasa de sfeclá 


sînt purinele (adenina, guanina, xantina și hipoxantina). 


‘Melasa de trestie contine. guaniná, xantinà: si d e hea là care se 


“adaugă pirimidin-5-metil-citosina. 


Continutul de biotină diferă în melasa. de sfeclă si cea de trestie, vaz 


agi în cea de sfeclă de la 0,04 la 0, 13 Puin: 
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Lipsa biotinei limitează creşterea drojdiilor de panificaţie în produ- 
cerea lor industrială. Dacă se adaugă biotină în melasa de NM sáracá in 
biotiná, recolta de drojdie poate cr este cu pînă la 20?/. 

Ín general, continutul de: D-pantotenat: de calciu este mai 'ridicat in 
melasa, de sfeclă . (50—110 p.p.m.) decit în cea a uleiului industrial 
(54 p. p.m.). Din aceastá cauzá un amestec al celor două melase dă rezul- 
tate mai bune în producerea industrială a drojdiei de panificaţie decît fie- 
care în parte. După Rogers și Mickelson (1948) conţinutul în acid panto- 
tenic este de 1,3 p.p.m. în melasa de sfeclă si 21,4 p. p.m. in melasa uleiului 
industrial. Conţinutul de mio-inositol este de aceeaşi magnitudine in cele 
două feluri de melasă ; White si Munns (1950) au găsit 6 p.p.m. in melasa 
de ulei industrial si 5, 7—8 p.p.m. în cea de sfeclă. Melasa de ulei indus- 
trial contine un număr considerabil mai mare de factori de erestere decît 
melasa de trestie rafinată. Un conținut mai ridicat de acid nicotinic s-a 
găsit în melasa de sfeclă în timp ce melasa de ulei posa: are.un con- 
ținut mai ridicat de riboflavină. 

Conţinutul de acid nicotinic în melasa de sfeclă nu este stiti it, + pen- 
tru cerinţele drojdiei de panificație, dar drojdia este capabilă să vp 
tizeze deficitul de acid nicotinic în condiţii aerobe. 

O serie de autori printre care Rogers si Mickelson (1948), Binkley si 
Wolfrom (1953), au arătat cà ambele melase contin aditional tiamină, pi- 
ridoxină si acid folic. 

Conţinutul de cenuşă al melasei de sfeclă este de aproape 109^, în 
timp ce la cea de trestie el este mai mic. Cantitatea si compoziţia. cenușii 
melasei de sfeclă este influenţată de calitatea solului, de' tratamentele de 
fertilizare si de specia de sfeclă. 

Cenușa contine aproximativ 80%% din carbonatii de sodiu si potasiu. 


Variaţii, mari, se întîlnesc în cazul magneziului și calciului, în funcţie de 


calitatea solului. Conţinutul în fosfor al cenusii 'de' melasă de sfeclă este 
scăzut, întrucît fosfatii din sfeclă nu rămîn în melasă. Clorurile, sulfatii, 
silicatii si fosfatii constituie . aproximativ 20/40 din cenușa “melasei de 
sfeclă. - 
. ,N-nitrie si sărurile . de amoniu apar în pilis dt sfeclă în WeRhtitsti 


foarte mici :.0,04—0,0645/, N-nitric si 0,011—0,0239/; N-amoniacal. 


Dintre microelemente în melasă se intilnesc Co, B, Fe, Cu, Mn, Mo, 


Zn, I si de asemenea au fost găsite si Ag, Ce, Ni, Ti, V, Be, Bi, Cd si Sn. 


Aluatul. Făina de. griu contine amidon, cantitáti mici de zahăr, glu- 
ten si cantități mici d. săruri SSIS urme de vitamine fy alte sub- 


Stante. 


Grîul diferă în mare măsură in ceea ce Privbste compoziţia chimică, 


procentul de proteină, substanţe minerale, vitamine, pigmenti si enzime. 


L 


, Potenţialităţile de utilizare pentru prepararea făinii sia piinii de- 
pind:de compoziţia chimică ce este influenţată de varietatea de grîu, de 
condiţiile mediului si solul în care griul a: crescut, de procedeul folosit 


-Pentru măcinat si obținerea făinii. 


Glucidele din aluat sînt reprezentate ad un amestec de maltoză, glu- 
coză, fructozá, zaharoză si levozin (un complex fructoză oligozaharid), 
| toate . acestea fiind preformate înainte ca făina să fie transformată. în 
aluat. “Cînd se adaugă drojdia, ea fermentează initial glucoza, zàharoza si 
într-o măsură variabilă levosinul. La început cantitatea de maltoză din 
aluat crește si drojdia na panificaţie o ai ra oar in faza târzie de 
fermentație, ^ — uii k | 
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"Sursele de azot ale aluatului sint compusii solubili cu azot ai. făinii, 
aminoacizii eliberaţi de enzimele proteolitice din făină. și în al treilea rînd 
ingredientele aluatului ce conţin azot, altele decît făina. Initial continutul 
de 'aminoacizi creşte în aluat dar apoi scade. ráminind la un nivel constant. 

În general, făinurile contin o abundență de P, 5, Mg şi K pentru fer- 
mentarea: aluatului. Sarea care se adaugă aluatului are in afara unui efect 
direct exersat asupra gustului pîinii produse şi influenţe asupra capacității 
fermentative a drojdiei. ^ . > ons ue ls a 

/^  Mustul de malt. Prin cromatografia pe hirtie s-au identificat in mus- 

| tul de malt glucoză, fructozá, zaharozá, maltoză, maltotrioză si maltote- 
4 troză ca şi cantităţi mici de pentoze : arabinoză, xyloză si ribozá in ames- 
| tec cu galactozá. ` Jur ; nae "-—" A 
- ..Maltotrioza si maltotetroza nu sint singurele oligozaharide din must. 
Montreuil și colab. (1961) într-un studiu asupra. fractiunii dializabile au 
| gásit in total 22 oligo- si polizaharide, toate.polimeri.ai glucozei. "i 
| .v 5; Atât drojdiile de. bere de fermentație de suprafatà cit si de fund utili- 
/ zeazá mai intii glucoza din must si apoi fructoza si zaharoza. Fermentatia 
|  maltozei nu începe pînă cînd. concentraţia glucozei nu coboară la un ni- 
— vel neglijabil. Utilizarea glucidelor in must are Joc, mai încet in fermenta- 
tiile de fund decît în cele de suprafaţă.  . d . ORT 

Barton-Wright (1953) a observat cà in fermentatia de suprafaţă mal- 
toza este consumată în 48 de ore, in timp ce in procesele.de fermentatie 
de fund.ea rámine 120 de ore. Maltotrioza nu este fermentată pînă cînd 
„cea mai mare parte a maltozei nu este utilizată si ea poate fi in general 
prezentă în berea finită. ab MU. PE EN E En h 

Polimerii glucozei cu greutate moleculară mare impreuná cu pento- 
zele si galactoza nu sint fermentati. iT 


.. Compuşii cu azot ai mustului de malt variază după calitatea orzului 
si a tratamentului. 2t Neu. nn ah AB "T | TR 
- Cantităţile compușilor cu azot care au greutate moleculară mică cresc 
de aproape 5 ori în timpul producerii malțului. i RA : 
: - Mustul de malt contine azot amoniacal de la 2,18 la 2,44. mg/100 ml 
must. Continutul de azot aminic din must variazá intre 99,5 si 162,2 g/g s.u. 
-depinzind de azotul total. Schuster (1968) arată că berea finită contine 
6—70/ compuşi cu azot. | (Pa vero TARAR Te pR Fa n. 
De regulă, mustul de..malţ este mai sărac in biotiná, pantotenat ȘI 
inositol decît melasa de sfeclă.. — oo o vut E 


După Lynes şi Norris (1948) si Schuster (1968), mustul de hamei con- 
tine 0,0176— 0,0230 g biotiná/ml, iar mustul dulce ceva mai puţin, iar 
drojdia nu folosește toată biotina în timpul fermentatiei, berea imbuteliatà 
conținînd încă biotină. 1 jn PIRA GMT 

Mustul de malt contine 'suficient acid pantotenic.si riboflavină pen” 
tru creșterea drojdiei, aceşti compuşi putînd fi găsiţi uneori în bere. |. 

Absorbtia tiaminei din must decurge repede si aproape cantitativ. 
Drojdiile de fund absorb aproximativ 46% din, inositol și 44*/, din piri- 
doxina din must. Conţinutul de acid nicotinic din must si din bere este 
-aproape același după o fermentație de suprafaţă, în timp. ce. drojdiile fer- 
mentatiei de fund. absorb aproximativ 40% din. nicotinamida din must. 
“Sărurile minerale din must provin din malt şi din apa folosită la fabrica- 
„rea berii. În plus, faţă de substanțele minerale necesare drojdiei maltu 
dois si microelemente, dar cantitatea acestora în bere este foarte 
scăzută. 
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Filtratul solid al berii finite conţine 3—4 substanţe. minerale, o 
treime din cationi fiind reprezentată de ionii de Na si K.. idis 
. - Mustul de struguri. Conţinutul in zahăr al mustului. de struguri va- 
riază, în medie el fiind de 100—125 g/l, marea majoritate constind: din 
glucoză si fructoză.: Vinul complet fermentat nu trebuie să conțină deloc 
sau doar în cantităţi mici fructozá şi glucoză. Pe de altă parte, «-arabi- 
noza ramnoza si xyloza prezente în mustul de struguri s-au găsit si în vin. 

.Cei mai importanţi acizi prezenţi în mustul de struguri. sînt acidul 
malic si tartric, la care se adaugă acidul citric, succinic, glicolic, oxalic 
şi tanic, |. | £ BN TV". RR MEI 

Continutul de acid in mustul de struguri variazá depinzind de cul- 
turá si in anii cu productii mici el depáseste uneori nivelul normal. În 
timpul fermentatiei au loc schimbări în compoziţia acizilor ; acidul malic 
este descompus în acid lactic și succinic şi se formează mici cantităţi de 
acizi volatili. În timpul maturatiei vinului, aciditatea lui, scade prin pre- 
cipitarea tartratului. Acidul tartric, malic: si lactic împreună cu acidul 
citric, acetic si succinic sînt cei mai importanti acizi ai vinului. 

Cei mai importanti compuși cu azot din mustul de struguri sînt amo- 
niul, unele amine, aminoacizi, polipeptide si albumina. Cea mai mare 
parte a'acestor compuși sînt utilizaţi de drojdii in timpul fermentatiei. 

Cele mai importante săruri minerale in mustul de struguri și vin 
sint cele de potasiu, calciu și fosfatii de Mg. Conţinutul in sáruri mineralc 
al vinului variază de la 1,5 la 3 g/1, putînd fi uneori mai ridicat in mustul 
de struguri. dens | " 

J Hidrocarburi. Just si colab. (1951) au arătat că drojdiile Candida 
lipolytica, C. tropicalis si Torulopsis colliculosa cresc bine pe ulei de para- 
fină şi ceară de parafină crudă. Mediile apoase de creștere au fost aerate 
în timpul creșterii si conţineau nu numai sursa de carbon dar. şi săruri 
minerale şi sulfat de amoniu drept sursă de azot. | 25 Adi 

"Candida lipolytica a fost capabilă să foloneascá m-alcani sintetici 
(CigHa4 si C18Hag) si alcheni (C15H3» si C15 Hg) dar nu si alcanul C15H»g. 
Cînd s-a adăugat uree în mediu conținînd săruri. minerale si o sare de 
amoniu, creșterea s-a intensificat considerabil, depășind 2009/.. .- 

. Contrar celor observate de Just şi: colab. (1951), Wawzonek si colab. 
(1960) au observat că Candida lipolytica creste, de asemenea, bine cind 
alcanul C4oHog este folosit drept sursă de carbon. Nu este necesar să se 
separe n-alcanii de fractia de petrol care-i contine, in timpul cresterii 
drojdiilor, fractia petrolieră fiind decerificată. Champagnat și colab. (1963) 
au arátat că o tonă de n-alcan produce o tonă de concentrate proteine- 
vitamine cu drojdii adaptate să crească pe petrol. ' , 


Costul de productie pentru o fabricá de proteine cu organisme uni- 
celulare la scară industrială este comparabil 'cu -costul de producţie al 
unui. material furajer corespunzător. 


Cînd n-alcanii folosiţi au un număr par de atomi de carbon, de la 


K Cis la Cig, timpul unei generații de Candida intermedia scade cu creşte- 


` rea lungimii lanțului de carboni. 


" 


„ Producţia de celule pe un substrat între C44 si Cig este aproape ace- 

E (83070, 81,7%, 82,5%) ;. pe prima hidrocarbură a seriei ea este doar 
9,80/,. j : , ; i 3 - t | i 
„Pe n-alcani cu număr impar de carboni, Cj7Hs, producţia de: celule 

este inferioară celei de pe n-alcani cu număr de carboni par. l 
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Hidrocarburile' CsgH4? şi .Co»Hag sint solide la temperatura (30°C) fo- 
losită in general, iar cregterea'drojdiilor' este slabă pè: aceste. hidrocarburi 
pentru cá. o dispersie egală într-o! soluție apoasă: este imposibilă. “Cînd 
CogHaz: Şi Co?Hag au fost dizolvate în 2,6,10,14-tetrametil-pentadecan, care 
nü' este atacat de Candida intermedia, s-a sist o: creștere, rapidă a 
drojdiei si o recoltă bogată. 

| Lungimea lanțului de 'carbon tigaie marcant ' conţinutul de 
grăsime brută dar schimbă doar foarte cali continutul de proteiná brutá 
al celulelor (Yamada şi colab., 1968). 

În tabelul 22 se prezintă, asimilarea alcanilor. și alchenilor de. către 

unele drojdii.. 


. Tabelul 22 


„Asimilarea hidrocarburilor. de ‘către diferite spécit -de drojdii- 
(Matkovitz: si Kallio, me TR p 


T 
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+ indică creșterea; 
— indicá-lipsa creşterii; ] 
indică creștere: problematică 


34. ABSORBȚIA SOLUȚIILOR 


———MÀ— —— 


“Peretele celulei de. drojdie e este. compus în e ăi din glucani si ma- 
nani, dar contine, de asemenea, si proteine, lipide 'si săruri minerale. 
Spatiul ocupat de peretele celular, numit regiunea metabolicá externá 
a'celulei de drojdie, reprezintă aproape 1/10 din volumul celulei. Pere- 


| téle celular este impermeabil pentru molecule -mari ca, de exemplu, inu- 


Caze 


( 
| 


E 
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- 
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lina: si peptona. Boer si ,Steyn-Parvé (1966) au arătat cà in. peretele celular 
sint localizate unele enzime ca de exemplu glicoproteinele, invertaza si 
fosfataza acidă. 

Peretele celular bodie fi îndepărtat enzimatic, protoplasma eliberată 
răminind intactă. | 

. Membrana plasmatică ce înconjoară. protop! astul este selectiv-per- 
meabilă, Cele ; mai importante componente ale membranei plasmatice la 
Sacchar omyces cerevisiae sint lipidele si proteinele. Lipidele, dintre, care 
aproape jumătate.. sint reprezentate de fosfolipide, reprezintă circa 400% 
lar proteinele circa 40— 50/5. 

.Se apreciază cá diferite porțiuni ale aceleiaşi membrane pot. avea 
structuri diferite sau că aceeaşi secţiune a membranei poate ` exista in 
diferite locuri in timpi diferiţi. 

Datorită structurii nepolare a moleculelor : lipidice ale membranei, 
aceste molecule limitează penetratia in celule prin simplă difuzie“ a com- 
pusilor ionizabili in mediu. 

"^ Ayrápüà (1950), determinind: permeabilitatea drojdiei de panificatie 
pentru 19:baze slabe diferite, a observat cá unele substanţe cu greutate 
moleculară mică ca amoniacul, metilamina si hidrazina pătrund mai Ta- 
pid decît cele cu greutate moleculară mare. 

În general, cu cit un compus are o solubilitate lipidică mai mare cu 
atit viteza lui de pătrundere în celulă este mai mare. 

Toti acizii! grași pătrund în celule doar sub formă Hedis daland Pá-. 
trunderea. unor acizi graşi ca acidul caproie si valeric în celulele drojdiei 
de panificaţie . este atit de rapidă încît echilibrul este imi: după cîteva 
secunde. 

Influența exercitată de solubilitatea | lipidicà asupra “vitezei. de pă- 
trundere a ceto “acizilor reiese clar 'din observațiile lui Suomalainen și 
Oura (1958a, 1959) în care viteza decarboxilărilor reflectă viteza de pă- 
irundere (vezi fig. 97). . : | 

Ulterior. s-a: demonstrat că „deşi. tit ar un drojdiilor de panificație 
este: impermeabilă pentru acidul «-cetoglutaric,. acest acid este transfor- 
mat într-o formă uşor penetrabilă prin esterificarea uneia.sau: Fapielor 
pupă carboxil. 

S-a. confirmat că membrana plasmatică a drojdiilor are putine inva- 
ginări, ceea ce. sugerează că macromoleculele pot. fi transferate în celulă 
prin pinocitozá sau printr-un mecanism similar. 

Candida utilis absoarbe repede din mediu proteine cu amr de 
mărime moderată ca, de. exemplu, ribonucleazi, protaminá, albumină din 
serul de bovine, citocrom-c si mioglobină. : 


SETET ABSORBȚIA ZAHARURILOR | 


3A, 1. L CARACTERELE GENERALE ALE ABSORBTIEI ZAHARURILOR 


» Zaharurile sint transportate in celule atit. printr-un. transport. pasiv cit 
si printr-un mecanism activ. Transportul pasiv nu necesită energie în 
timp ce mecanismul de transport activ necesită energie provenită din 
metabolism si poate eta la. transportul zaharurilor Cp vli 


de, concentrație. 


- În general transportul Taian poate fi es folosind. vaharusi 
nemetabolizabile sau prin studiul transportului glucozei după ce este 
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sèrvă într-o direcţie dar nu si in cealaltă. 


împiedicată metabolizarea ei în celulă. Pentru explicarea procesului de 
transport s-a folosit teoria transportorilor. nen e 

Caracteristic transportorilor ipotetici este presupunerea cá ei actio- 
neazá în mod asemănător cu sistemele enzimatice. Astfel, transportorul 
este stereospecific iar combinaţiile transportorilor cu nutrientii se rea- 
Izează prin legături ce nu sint pe deplin lámurite si care sint într-o 
oarecare másurá dependente de natura transportorului si nutrientului. 
Complexul transportor-nutrient poate străbate membrana, el fiind mobil, 
si poate asigura plasarea primului component al complexului pe o faţă 
a membranei si a celuilalt component pe cealaltă față. Intensitatea tran- 
ai transportorului liber şi a complexului transportor-nutrient poaie 
fi diferită. pe | imr C AEA 


e svg?’ 


ecuatorială în poziția 2 si o. grupare —CH2—OH ecuatorială, în poziţia a 
5-a a lanţului. i4 is: OU SS . 


noza si L-xiloza. : 

Zaharurile cu aceeaşi grupare stereospecifică sint in competiție pen- 
tru acelaşi transportor. În plus, experienţele au arătat că transportorul 
celui: de al doilea grup este probabil -acceptat de toate zaharurile Și 
aceasta datorită marii diferente de afinitate ; un efect competitiv se ob- 


E ~- 


S-a arătat că 2-dezoxi-D-glucoza, D-manoza, D-xiloza, D-arabinoza, 


D-fructoza si L-sorboza si, în parte, L-xiloza inhibà absorbtia D-glucozei. 
Cu privire la structura lor stereospecificá, aceste zaharuri fac parte din 


„acelaşi grup. Heredia si colab. (1968).au arátat că sorbitolul, L-arabinoza, 


L-xiloza, 1,4 anhidro D-glucitolul n-ar trebui sá inhibe absorbtia D-ma- 
Absorbtia D-arabinozei este inhibată de D-glucoză, 2-dezoxi-D-glu- 


coza, D-manoză, D-xiloză, D-fructoză, L-sorbozá, D-galactoză, D-lixozé 


si N-acetil-D-glucozaminá. În experienţe asupra inhibării transportorului 


' L-sorbozei si D-xilozei Cirillo: (1968a) a obţinut rezultate asemănătoare. 


Este evident faptul că cetozele, L-sorboza si D-fructoza sînt in compe- 
titie cu glucoza. pentru acelaşi transportor. Diferenţa vitezei de difuziune 
a L- si D-arabinozei este explicată ca fiind atribuibilă divergentei de 


330 


ES 


structură stereospecifică a zaharurilor. Competiţia a două zaharuri cînd 
transportorul a cel puţin unuia este activ, este mult mai complicată 
decît o simplă inhibitie competitivă. T" (des EA, ei a 

În cazul transportului zaharurilor după gradientul de concentraţie, 
celula este iniţial în echilibru faţă de unele zaharuri ; atunci alt zahăr 
este adăugat în mediu şi transportat. prin intermediul. transportorului 
zaharurilor menţionate mai înainte. Astfel, zaharul adăugat este transfe- 
rat în celulă iar cel menţionat mai înainte (în echilibru) în afara celulei, 
după gradientul de concentraţie. S-a constatat că la drojdia de panifica- 
tie glucoza inhibă absorbția sorbozei si induce un transfer al sorbozei in 
afara celulei, dupá gradientul de concentratie. "NM Ties 


În ceea ce privește transportul glucozei Perea și Gancedo (1978) su- 
gerează existenţa unui control metabolic al afinitátii faţă de transportor. 


3.4.1.2, INHIBITORI AI ABSORBȚIE! GLUCIDELOR 


Celulele de drojdie absorb ionii uranil (UO2*) din mediu aproape can- 
titativ, dacă concentraţia lor în mediu este mică ; de exemplu, la o con- 
centratie de 1 M, 900%% din ioni sînt absorbiți. Ionii uranil sint legati de 
grupări anionice la suprafaţa celulelor, dintre acestea cea mai importantă 
fiind polifosfatul. Ionii uranil inhibă absorbția zaharurilor dar nu şi res- 
piratia celulară. Această inhibitie este reversibilă. | i 

Tonii de nichel inhibă partial absorbţia glucozei. Această inhibitie 
depinde de temperatură ; inhibarea transportului glucozei, de exemplu, 
creşte de la 9 la 870%, prin creşterea temperaturii. de la 8.1a 35°C. Inhi- 
barea cu Ni2* nu depinde de concentraţia ionilor Ni?*, cu condiţia ca ea 


“să depăşească un nivel minim. Ionii de Ni?* sînt fixati reversibil la su- 


C7 - MENS. .— —S 


prafata celulei de: grupările. polifosfat. Ca?* poate fi fixat la suprafata 

celulelor pe grupári polifosfat si nu inhibá absorbtia glucozei, aceasta ca 

o consecinţă a unor schimbări induse în aranjamentul spatial al lantu- 

rilor polifosfat. ur MAN 
34.13. REACTIA DE TRANSPORT 


- [n ceea ce priveşte: întrebarea dacă absorbţia zaharurilor de către 


drojdii este activă sau nu, opiniile sînt diferite, aceasta datorindu-se si 


faptului că au apărut unele confuzii cu privire la ce înseamnă absorbția 
activă. Horn? "di 

“Heredia şi colab. (1968) sint de părere cá nu există motive pentru 
presupunerea că absorbţia activă este mai mult decît un mecanism de 
transport a zaharurilor constitutive și fermentabile și că acest transport 
este o difuziune facilitată tipică. D-glucoza, D-arabinoza, D-xiloza, D-ri- 


.boza si D-galactoza la concentraţii externe mici (0,02—2,0 mM) sint trans- 


ferate în celulă după gradientul de concentraţie. 


În. general, se consideră că transportul după gradientul de concen- 
traţie:este un transport activ. | 

Procesele de absorbţie a zaharurilor se împart în două categorii : o 
difuziune facilitată care presupune mai degrabă un sistem de transport 
nespecifice si un transport activ. care este specific si conectat metabolis- 
mului. D MIEN 


Prima categorie include absorbția sorbozei si a galactozei de cütre 
celulele nou-indu$e şi absorbţia glucozei în celulele induse cu iodoacetat. 
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. Difuziunea facilitată nu este afectată de prezenţa ionilor Ni? pe 
suprafața. celulei și nu este inhibatá decit de concentratii mari de ioni 
uranil; valoarea constantei lui Michaelis este mare iar. intensitatea ma- 
ximá. de difuziune este mică. Transportul activ, include absorbţia glucozei 
si galactozei. in celule induse. Trásáturile caracteristice in acest caz, sînt 
scăderea parţială a intensității absorbtiei datorită influenţei ionilor. de 
Ni?*, inhibitia dată de ionii uranil, egală la. concentraţii mici şi valori 
als Km scăzute. si V maz ridicate. . 

“În cazul galactozei, trecerea de la o difuziune facilitată la un transport 
activ. survine în timpul inducției. Mecanismul transportului activ este 
dependent şi cel pasiv indiferent faţă de valorile de pH. 

Absorbţia activă a, glucozei de către drojdiile. de | panificaţie este 
| ai a cu fosforilarea enzimatică, cu polifosfatul actionind: ca .donator 
de fosfat. 

Efectul inhibitor al Ni?*. a din iretur K i NE 5o aceşti ioni 
asupra polifosfatului care nu participă la difuziunea facilitată. 
Difuziunea facilitată decurge după următoarele etape : 
iar Apă ți div după reacţiile - 

_ R4E æ (RE); | 

(RE) 4-C4-(KPOj); = (qu :E- -fostat-C) F KPO) | 

IS -E-fosfat-C) = > * (R= -fosfat-C)- E, | 
unde : i) 

e este Mute Lazi transportat pasiv ; R — substratul transportat ac- 
div; C-— transportorul ; E —-permează ; (KPO3)n — polifosfat. 

Etapa următoare „constă în, „transferul complexelor (SC). Și, (i -fosfat-C) 
prin membrană. 

În urma unor experienţe. cu poză omyces cervisiae în care s-au 
urmărit schimbările componentelor fosfatidice în transportul activ, Dier- 
| AE sb ‘Booij doin LOU, următoarea serie de reacţii: . - 

^ -8) fosfatidilglicerol4-fosfat—- 
 fosfatidilglicerol fosfat; 
(0m) fosfatidilglicerol: fosfat+ 


PR transportor +-substrat —> transpor- 
PP RÉ C] 


Jransportor—. 7 Substrat ug rol; 
LU LEE ND mp pir transportor-fostat-substrat-- 
as T prin membrană. ' . 
P TE dRe: A Schema acestor reactii : este 
ji [TransportonP.Subsirat] PG I prezentatà ID NSUOS. C 


La drojdia de panificaţie, glu- 

» Bobo: transportată áctiv nu se regá- 

Celula DAL ' seşte în celule ca glucoză liberă ci 
Fig. 98. Schema ipotezelor! P TIMEAS pub formă fosforilată. Concentrația 
privind rolul în transportul activ al ^ intracelulară de ATP apare a fi 


reacției : fosfatidilglicerol fosfat (PGP) EM A bilantul 
"= fosfatidilglicerol (PG) (după De- ^. „mult prea mică faţă de bilanft 
ierkauf si Beoij 1968)... fosforilării zaharurilor via reactia 
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hexochinazei si probabil că fosfori!- :ea decurge cu polifosfat ca donator de 
fosfat. Capacitatea de transport a drojdiei de panificație variazà:invers 
proportional cu concentratia intracelulară de glucozo-6-fosfat. - 


Ca si glucoza, glucozo-6-fosfatul este prins de membrana celulei de 


drojdie dar situsul lui de legare apare a fi diferit de situsul principal de 
legare al glucozei. | ) R 


34.2. ABSORBȚIA AMINOACIZILOR ` 


La Candida utilis s-au găsit doi poliaminoacizi distincti- functional. 
Primul dintre aceştia, polul expandabil, concentrind aminoacizii soli- 
citați .exogen, este variabil ca mărime depinzind de concentraţia amino- 


acizilor exogeni si este rapid expandabil cu aminoacizii externi.. 


' Cel de al doilea pol, unul intern, interconverteste si selectează ami- 


noacizi pentru sinteza proteinelor si.este de mărime constantă... 


În general, aminoacizii exogeni. sint transportaţi primii la polul ex- 
pandabil si de aici la polul intern, desi la concentraţii mari de aminoacizi 
exogeni.ei;pot fi folosiţi pentru sinteza proteinelor fără echilibrare cu 


polul expandabil. : 


^" Acumularea de aminoacizi la polul expandabil este un proces care 
necesită energie, acumularea decurgind după gradientul de concentraţie 


$i fiind inhibată de 2,4-dinitrofenol, dar nu $i de arsenat. 


Permeazele sint responsabile de transportul aminoacizilor in celulă. 
Procesul de transport al aminoacizilor din mediu la polul expandabil 
are o specificitate redusă. Un număr de -aminoacizi disimilari ca struc- 
tură sînt, în competiţie pentru acelaşi mecanism de transport la. Saccharo- 
myces ,cerevisiae ; astfel acumularea valinei este inhibată de metionină, 


izoleucină, fenilalaninà şi p-fluorofenilalanină. . M b Er 
 Substituirea grupării aminice sau carboxilice distruge capacitatea 
lor inhibitorie si in consecinţă DL-valinamida si DL-N-monometilvalina 


nu inhibă acumularea valinei;  - | 


. Numărul permeazelor aminoacid în drojdii este încă puţin cunoscut. 
S-a găsit la Saccharomyces cerevisiae o permeazá specifică pentru L-argi- 
nină care este inhibată competitiv de unii aminoacizi bazici. Saccharo- 


.myces cerevisiae are, de asemenea, o lizin-permează foarte specifică care 


transportă lizina în interiorul celulei ; totuşi lizina poate pătrunde în 
celule si cu ajutorul permeazei argininei. | 


La drojdia de bere a fermentatiei de suprafaţă absorbţia aminoaci- 


"Zilor cu- sulf este inhibată de unii aminoacizi .cu structură apropiată, 
„atunci cînd sînt prezenţi in concentraţii mari. Pentru studiul aminoacid- 


permeazelor s-au folosit mutante de Saccharomyces cerevisiae care aveau 
afectată ;capacitatea de a produce permeaza cerutá de transportul unui 


aminoacid oarecare. | oan | " ! 
La Saccharomyces chevalieri biosinteza sistemului. specific pentru 
transportul prolinei este represată în timpul creșterii pe mediu complet 
sau în mediu mineral conținînd sulfat de amoniu ca unică sursă de azot, 
iar depresarea are loc atunci cînd celulele sînt supuse la o înfometare de 
azot. S-a dovedit că sistemul. de transport este controlat metabolic si în: 
cazul altor aminoacizi. x ERS dp ) ci 
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rile optime fiind diferite pentru diferiti aminoacizi. 


sh ,uAbsonbtia, unor aminoacizi de către drojdii bogate in sodiu duce la 
excretie de sodiu. Í | | ja Hao ae y | 
Excretia de s 


diu s-a măsurat la pH — 6, la care cele mai mari excrefii 
erau.cauzate de aminoacizii bazici cu un punct izoelectric de ordinul 


7,6—10,8. Aminoacizii dicarboxilici si alanina induc o excretie de -sodiu 
mică sau chiar nulă. De asemenea, atunci cind lizina (un aminoacid bazic) 


este acumulată are loc eliminarea de sodiu si potasiu din celulele de 
Saccharomyces fragilis, ceea ce nu se întîmplă cînd se acumulează acid 
glutamic si aminoacizi acidici. . i ' 


Acumularea aminoacizilor este dependentă’ de valorile de pH,. valo- 


(0943. ABSORBȚIA ACIZILOR ORGANICI 
^ Acizii organici sub formă nedisociatà pătrund prin difuziune în inte- 
riorul celulelor intacte. Efectul toxic "ireversibil al acidului - iodoacetic 
este proportional cu concentraţia acidului nedisociat. . i 


Importanța permeabilitátii membranei plasmatice ca factor ce influ- 


'enteazá- metabolismul acizilor organici la drojdii a fost evidenţiată pentru 


„rima dată în anul 1926 de Hägglund, în urma unor cercetări cu acid 


piruvic. Lynen (1939) a continuat cu sucees cercetările privind absorbţia 


cetoacizilor şi în legătură cu aceasta a intermediarilor. ciclului citric. 
'În legătură cu cetoacizii, pătrunderea acidului piruvic este înceată 
în comparaţie cu cea a acidului acetic şi, propionic, iar. permeabilitatea 


'u-cetoacizilor creşte cu lungimea lanțului de carbon (vezi fig. 97). . 


“Acizii di- şi tricarboxilici, care sînt puternic disociaţi si puţin sold- 
bili în lipide, pătrund în celulele intacte de drojdie. ga dificultate sau 
chiar deloc. Pătrunderea slabă a acizilor di- si tricarboxilici face ca aces" 
tià să fie folosiţi la prepararea de soluţii tampon. . bi EDT 

Nu numai lungimea lanţului de carbon dar. si substituirile din mole- 
culele acizilor influenteazá caracteristicile pătrunderii acidului.. Astfel, 
grupările lipofobice, hidroxil de exemplu, în perechile de acizi butiric si 
B-oxibutirie' sau piruvic si hidroxipiruvie íntirzie: considerabil pátrun- 


derea lor în celulă. . 


:3.44. ABSORBȚIA CATIONILOR MONOVALENTI - 


4 


3444. ABSORBȚIA IONILOR. DE K+ LEGATĂ DE METABOLISM 


“ Influxul de K* este un proces activ la drojdii. Drojdia de panificatie 
comercială absoarbe ionii de K+ din mediu chiar la un gradient de con- 


' centrátie mai mare de 1 000/1. 


Absorbtia ionilor de K+ este legată de transferul ionilor de H* din 
celulá, care poate incá avea loc la gradientul dei50/1,.. mise e 2 | 

"Absorbtia ionilor de K+ urmează cineticile Michaelis-Menten. Mo- 
'delul: enzimă-substrat explică absorbția ionului K* ca o combinare â 


ionilor de K+ cu receptorii de membrană drept transportori. 
H.. Absorbţia ionilor de K+ este legată de asimilarea substratului meta- 
oli 


izabil. S-a dovedit că atunci cînd. drojdia de panificaţie asimilează 
glucoză din mediu, ea absoarbe simultan şi ioni de K+ şi Na*. La inceput 
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ionii de K* sint asimilați rapid pentru ca în timpul fermentaţiei să 
înceapă retransferarea lor în mediu. În final, concentraţia de ioni de K* 
a fost chiar mai mare decit la începutul experienței.. 
-| În experiențele lui Rothstein si Enns (1946), absorbţia si. utilizarea 
substratului (glucoză sau: etanol) era combinată cu un schimb. de ioni de 
H+ din celule şi de K+ din mediu. După utilizarea completă a:substra- 
tului, o parte. din ionii de K+ pot difuza înapoi în mediu, desi o altă 
parte sînt reţinuţi în celule. 
f Glucoza este metabolizată într-o măsură mai mare in conditii aerobe ' 
decit.in condiţii anaerobe si în mod corespunzător mai multi ioni de Kt 
rămîn in celule: în condiţii aerobe decit in condiţii anaerobe. În timpul 
| catabolizării rezervelor: de carbohidrați, ionii de K+ difuzează din celule 
L in mediu prin schimb de ioni cu ionii de H* din mediu. : 
j În prezența glucozei, schimbul de ioni decurge mai rapid in, conditii 
aerobe; decit în condiţii anaerobe.. 
E j Schimbul de ioni este foarte încet chiar în condiții aerobe si este 
| extrem de încet în condiţii anaerobe, atunci cînd nu este prezent un 
|. substrat exogen./ După Riemersma (1964), absorbţia ionilor de K+ este 


mai degrabă conectată cu unele procese metabolice, altele decît absorbţia 
glucozei. i 


3.4.4.2, ABSORBȚIA 1ONILOR DE K+ ÎN LEGĂTURĂ CU DIFUZIA ANIONILOR 
„ORGANICI 


" Absorbitia ionilor d K* este legatá de is pert breite Ht, z 

unde decurge un transfer, simultan al anionilor organici în -mediu. To- 
tuși,. difuzia anionilor organici nu este o premisă Priza absorbţia ionilor 
de KH, [ k 
© ^Dacá ionii de KH sint înlocuiţi cu ioni de Nat sau dacă mediul nu 
conţine săruri începe să aibă loc difuzia ionilor de H+ împreună cu ani- 
onii organici Conway si Brady (1950) au realizat o fermentație cu drojdie 
de panificaţie într-o soluţie de glucoză 59/,, netamponată, cu un volum de 
-celule aproximativ egal cu cel. al soluției si au găsit că într-o perioadă 
de 80 de min au fost excretati 40—50 miliechivalenti de acid organic la 
litru si cá acest acid era în special acid succinic. Cind soluţia -de glucoză 
0,1—0,2M era pusă în legătură cu clorura de potasiu, avea loc doar o 
mică creştere. a excretiei în comparaţie: cu excretia totală de acid, desi 
pe oportia de acid succinic. scădea. 
„Cînd celulele au fost oxigenate 24—28 de ore inainte de i et add A 
excretia de. acid succinic a scăzut considerabil. sau a încetat complet. 
Totuși, în prezenţa clorurii de potasiu concentraţia de ioni (HCO3) creşte 
în celule în comparaţie cu martorul care nu conţine clorură de potasiu. 
Acidul .succinic excretat de celule în timpul: fermentatiei rámine ne- 
schimbat în mediu, în timp ce ionii de H+ dispar după 3—4 ore. 


NNE 8.448, SCHIMBUL DE IONI K+-—H+ 


'Conwai şi colab. (1954) in experienţe cu o drojdie bogată in Nat, 
| obținută, din drojdia de panificaţie comercială, au ajuns: la. rezultate ce 
| indicau. prezenta a doi transportori diferiti : unul pentru transportul K+ 
J în celule si celălalt pentru transportul Na+ din celulă. 


| „În absenţa ionilor de K+, ionii de Nat pot fi transportaţi în celule 
( de către transportorul care în mod normal transportă ionii de Ls 
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Transportul de Nat este inhibat de cianidă 2mM $i de anoxie dar 
nu de azidă 2mM sau de 2,4-dinitrofenol 2mM, în timp ce transportul. de 
K+ este inhibat de anoxie, azidă, cianidă si 2,4-dinitrofenol. Rezultatele 

-obtinute de Foulkes (1956) diferă de cele'ale lui Conwai şi colab. şi duc 
la concluzia că același transportor este implicat in transportul, ionilor 
de K* ṣi Na+. Rothstein (1961) este de părere că transferul ionilor de K+ 
(sau a oricărui ion monovalent) în -celulă de către transportorul de ioni 
de K+ este conectat cu transferul de ioni de Nat H* sau K din celulă 
de către transportorul de Nat. sau H+. Acest schimb al unui ion pentru 
alt ion poate fi o combinaţie directă a două sisteme. Pe lingă absorbţia 
netă a ionului de K*' un eflux de ioni de K* are loc în concordanţă cu 
gradientul 'de concentraţie. Concentrația ionilor de. K^ reglează intensi- 
tatea influxului şi efluxului. |. -> USES TS | 
| ""Efluxul ionilor. de: K+ este în primul rînd un' schimb de ioni. K^—H* 
/| şi astfel intensitatea efluxului crește la valori. scăzute de: pH. La valori 
4 ridicate-:de pH, : unii cationi monovalenti ` (ca. Nat. si ionul trietilaminá) 


sînt capabili să mărească efluxul. 
3.444. SPECIFICITATEA TRANSPORTULUI 


La drojdia de panificaţie: comercială valoarea pH-ului afectează ca- 
pacitatea celulelor de:drojdie de a deosebi ionii de Nat. şi. de K+. Ionii 
de K+ sînt considerabil favorizați la valori mici de pH. Rezultatele unor 
studii cinetice privind diferiţi ioni ai metalelor alcaline în fermentația 
drojdiilor au “arătat trei nivele diferite pe pH. Sub pH = 4, ionii H* in- 


hibă competitiv transportul “tuturor cationilor. La pH 3 4—6, ionii. Ht 
nu mai sint inhibitori competitivi' si la pH —— 6—8 ionii H^ nu exercită 
nici o influență. La. pH = 6—8, 'absorbtia ionilor metalelor. alcaline de- 
curge in concordanță cu ecuaţia Michaelis-Menten. Ordinea: de specifici- 
tate după -afinitate este : K^ >.Rbt > Cst > Nat > Lit. Pentru afinitá- 
tile relative ale ionilor KT, Rbt, Cs*, Na, Lit si Mg, Conwai si Duggan 
(1958) au dat valorile: 100; 42,7; 3,8; 0,9 $1 05... ^ miri i 

. Transportorul de Kt transportă, de. asemenea, şi ioni NH£ în ce- 
lulă ; afinitatea sistemului “de transport pentru ionii NH£ este doar 1/2 
din cea pentru KT. Afinitatea sistemului de transport a ionilor K+ pen- 
tru etilaminà este apreciabilă, ajungînd aproape de 1/10 din cea a K*. 
Experiente: de competitivitate au arătat cá Nat gi Kt sînt: în competi- 
tivitate pentru acelaşi grup activ ; transportorul de K+ atinge intensitatea 
maximă de acţiune la o concentraţie a ionilor de K+ :de:16mM. Viteza 
maximă de transport pentru ceilalți ioni este aproximativ aceeași cu.cea 
a ionului K+, dar ea este atinsă la concentraţii externe foarte diferite 
(pentru Lit, 3000M). |. - TJIES o B: mes et nj 

-'. Specificitatea mecanismului de transport diferă în interiorul gi exte- 
riorul celulei. - APTA T Moor wt " iM 


/ 0 34.4.5. MECANISMUL ABSORBȚIEI 


j  Influxul si efluxul cationilor monovalenti depind de metabolism. 
\ Pompa de ioni în celula. animală își procură energia de la ATP pe cînd 
la drojdii care nu folosesc energia de.la ATP, influxul si efluxul nu sint 
/ influențate de raportul K+/Nat. Transportul activ al ionilor la drojdii 
( nu este dependent de' ATP, dar éste efectuat prin intermediul pompe! 
redox. Categoria redox cu potential ridicat sau scăzut in timpul fermen- 
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tatie este însoţită de o excretie de H+ ridicată sau scăzută sau de o 
absorbție activă de K+ ridicată sau scăzută. De exemplu, absorbția de Kt 
sau excretia de H+ sînt scăzute cu 30% sau mai puţin din valorile mar- 
„torului, atunci cînd potenţialul redox- este' scăzut cu, aproximativ 60mV. 
„Teoria. pompei redox sustine că transportul.este efectuat de ciclul 
| care contine ionul metal si enzima. În acest ciclu sistemele redox actio- 
nează ca transportori, desi nu trebuie considerat că sistemele ; redox 
transportoare. dau o' explicaţie satisfăcătoare, cel puţin în ceea ce pri- 
veste excretia de H+. : | : 


/. 84.5. ABSORBȚIA CATIONILOR .BIVALENTI ` 


Celulele de drojdie sint relativ impermeabile pentru: cationii : biva- 
lenti. Dacă celulele sînt suspendate in apă distilată, abia se observá.o 
oarecare scurgere de cationi bivalenţi.. Mai mult, celulele: de drojdie ră- 
mase sînt impermeabile pentru cationii bivalenti, ca Mn?* si Ca?*. Deşi 
nu are loc un schimb cu cationii bivalenţi din citoplasma celulelor ră- 
mase, Mn?* şi. Ca?* extracelular se echilibrează repede pe suprafața celu- 
lelor. Suprafaţa externă. a celulelor contine fixate grupări anionice poli- 
fosfat şi carboxil. Dintre cationii bivalenti UO:* are cea mai mare afinitate 
pentru drojdii, în timp ce alti cationi bivalenti incluzind Ba?*t, Zn?*, 
|. Mg?*, Co?*, Sr?*, Mn?*, Cu?* şi Hg?* au aceeaşi afinitate., . . | 
| . În mod similar, ionii de Ni?*, Ca?* si Fe?* sint fixati pe aceleași 
situsuri ca ionii uranil pe suprafața externă a celulei. Fixarea cationilor 
bivalenţi exogeni de către celulele de' drojdie este rapidă: şi reversibilă. 
_În afară de această legare la suprafaţa celulei, un alt sistem specific 
acţionează la drojdia de panificaţie; el transportă cationii bivalenti în 
interiorul celulei grupindu-i într-o virtuală formă neutră (care nu parti- 
cipă la schimb). Caracteristic acestui sistem de transport este cá supra- 
faţa de fixare a grupărilor negative' pe celulă nu este implicată; Reacţia 
este efectiv ireversibilă. Absorbtia este aceeași în condiţii aerobe şi 
anaerobe, ceea ce sugerează faptul că reacţiile fermentative pot. furniza 
energia necesară transportului. Sinteza transportorului pentru cationii 
bivalenti implică o fosforilare care este strîns legată cu reactiile impli- 
cate în absorbţia fosfatului. Ordinea de afinitate este Mg?* > Ca2t > 
> Zn2tc5 Mar a Nil Cat OST iig cuie YU) 
Absorbtia scade la valori mici de pH (mai mici de 5), dar un sistem 
de schimb de H+ nu este implicat. In schimb, doi ioni de K+ sint secre- 
, Vati pentru fiecare cation bivalent absorbit. t dii 


| 


Ionii de K* în concentraţie mică stimulează absorbţia cationilor biva- 
" lenti şi o inhibă atunci cînd concentraţia lor este mai mare de 20mM. 
M Conway si colab. (1956, 1958) au descris un alt sistem de transport 
pentru ionii de Mg?*. În acest sistem ionii:de Mg?* sint transferați in 
celulá de cátre acelasi transportor ca si pentru ionii de K+. Acest trans- 
portor de cationi are o afinitate scázutà pentru ionii de Mg?*. Ionii de K+ 
inhibă absorbţia ionilor de Mg?* chiar in concentraţie mică, iar absorbţia 
este echilibrată prin secreția de ioni de H*. Activitatea transportorului 
de Mg2+ este dependentă de prezența oxigenului. Acest sistem de trans- 
port funcţionează la fel ca cel pentru cationii monovalenti, cu ajutorul 
sistemului de pompă redox. Lo 
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34.6. ABSORBȚIA. ANIONILOR ANORGANICI 


-| Pătrunderea anionului ortofosfat în celula de. drojdie nu are loc prin 
simplă difuziune, atit în „condiţii aerobe cît si anaerobe fiind nevoie de 
„energie. In plus, în ciuda unei concentraţii intracelulare. ridicate a orto- 
fosfatului si a.esterilor fosfat, doar urme ale acestor : compuşi se : scurg 
„din. celulele suspendate în apă distilată. În timpul absorbției fosfatului 
aproape cá nu are loc un eflux de ioni. În consecinţă, absorbția fosfa- 
tului este un proces 'activ care-şi ia 'energia : necesară din metabolism. 
Ortofosfatul este absorbit după gradientul de concentraţie de 100/1. Ab- 
sorbtia fosfatului urmează cinetica de saturație, sugerind că pătrunderea 
fosfatului implică combinarea sa cu un receptor sau transportor, Numa! 
ionul monovalent: H POF este transportat. Absorbţia :ionului -H POT este 
echilibrată electric prin apariţia unui nivel echivalent de ioni hidroxil 
ín mediu: Arsenatul este:în competivitate cu-fosfatul pentru pátrunderea 
in celulele de drojdie şi in -acelaşi timp: arsenatul inactivează continuu 
sistemul de transport de o manieră. ireversibilă, asa încît: eventuala ab- 
sorbtie inceteazà. Ui | | E 
Prezenţa ionilor K^ este necesară pentru absorbţia fosfatului, desi 
influenţa lor nu este legată direct de! acest" proces ;:aceasta ne-o indică 
mersul absorbției chiar dacă: celulele sint-preincárcate-cu ioni de K“. 
"Ulterior,. într-un mediu conținînd săruri, de potasiu.si fosfat absorbtia 
ionülui K+ decurge rapid si absorbţia fosfatului continuă, chiar dacă K* 
afost complet: absorbit. Prezenţa ionilor KE. măreşte | capacitatea de 
absorbţie a fosfatului, prin mărirea capacităţii, de tamponare à celulei. 
„O celulă care conţine puţini, ioni. de K* este capabilă de a absorbi 
puţini ioni fosfat, iar absorbţia: fosfatului duce la .o,acidifiere.a celulei, 
„care si ea frinează sistemul de transport al tosfatului. Efectul. ionilor de 
"Ktreste unul specific, intrucit ionii de Na+ sînt incapabili de a stimula 
absorbţia fosfatului:. p Ea d dtes AMT 
„„ Absorbtia activă: a; cationilor bivalenti implică o etapă de fosforilare 
strîns legată cu reacția implicată in absorbţia fosfatului.- n 
„Cind celulele de Saccharomyces carlsbergensis sint suspendate într-o 
soluţie de zahăr fermentabil, fosfatul si, de asemenea, K+ si Mg?* sint 
„rapid . eliberati. in „mediu : după incubație fosfatul .este reabscrbit. 
Scurgerea este dependentă de creșterea permeabilitátii.membranei. plas- 
matice in timpul utilizării zaharului. Această eliberare nu are loc in cazul 
suspendării celulelor in apá.' ` E “i 
3.4.6.2. ABSORBȚIA ANIONILOR SULFAT 
Absorbtia sulfatului depinde de disponibilitatea energiei metabolice 
în drojdiile de panificaţie şi de bere și în celulele de Candida "utilis. Pen- 
tru o absorbție optimă este necesară prezența citratului în mediu. LA 
drojdia de panificaţie absorbţia sulfatului decurge cu aceeaşi intensitate, 
atit în condiţii aerobe cît şi anaerobe. —— ` P TIU. s BC 
Sulfitul, tiosulfatul şi selenatul inhibă competitiv absorbția sulfa- 
tului, Absorbíia este partial inhibată de aminoacizii cu'sulf ca TL-metio- 
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nina şi L- cisteiiman Mecanismul „absorbției sulfului de către drojdii este 
necunoscut, dar ionul sulfat poate, în timpul transportului, să fie fixat 
de un transportor ca 3'-fosfoadenozin, 5'-fosfosulfat si ca vs duced -fos- 
fosulfat. | | 


3.4.6.3. ABSORBTIA NUCLEOTIDELOR 


Candida utilis absoarbe printe-un transport activ CO AL Cd hipoxan- 
tină,. guanină, xantină, acid 2,6-diaminopurinic Si izoguaniná, 

De asemenea, printr-un mecanism de transport activ, :  Torulopsis 
candida acumuleazà guanină, xantiná şi acid uric, nu însă 5i adenină si 
hipoxantinà. 


:Sacchar omyces car lsbergensis Bib be ARN. cu irte moleculară 
mare, , din mediu. 


3.4.7. ROLUL, ENZIMELOR LOCALIZATE 
LA SUPRAFAȚA CELULELOR 


Einer localizate atit in peretele eds ct şi la suprafața.. ex- 
ternă-a membranei plasmatice și care sint active în afara membranei 
celulare sînt hidrolaze, cu excepţia: catalazei. “Citeva dintre aceste enzime, 
ca invertaza si melibiaza, hidrolizeazá di- si trizaharidele ce nu pot pá- 
trunde ca atare. Invertaza, este localizată in peretele, celular atit pe 


N suprafaţa externă cît şi pe cea internă. 


\ 


P 


„La drojdia de bere a. fermentatiei. de fund, adaptată de a fermenta 
rafinoza, o melibiază este, de asemenea, localizată în peretele . celular ; 
melibiaza, ca si invertaza este eliberată în. mediu dacă peretele celular 
este. îndepărtat. Hidroliza este. prima etapă în fermentația melibiozei si 
este urmată .de transferul în celulă al, hexozelor. eliberate. : 


. Cu. privire la^ u-glucozidaze, Suomalainen (1948b) este de părere că 
drojdia de panificaţie conţine două a&-glucozidaze diferite, una corespun- | 
zătoare maltazei drojdiei, localizată in “interiorul celulei și cealaltă, activă 
în mediu acid, localizată, pe “suprafaţa celulei. În orice caz, la drojdia de 


bere. după activitatea i-glucozidazei din mediu acid, maltaza pare a fi. 
localizată pe suprafaţa celulei. . ets i 

Sutton si Lampen (1962) E de părere că maltaza drojdiei de Eta fi 
catie se evidenţiază numai intracelular. Drojdia de bere de fund si de 
suprafaţă descompune celobioza, dar face aceasta extrem de încet. Activi- 
tatea f-glucozidazei este localizată la suprafaţa unor tulpini de pizde 
„romyyces cerevisiae. M vw 

` Saccharomyces diasfaticus este capabilă de a fermenta amidonul Şi 
| dextrina, fermentația fiind atribuită activității  glucamilazei, care este 
. capabilă. să difuzeze în afara celulelor. — . PECI 

Saccharomyces fragilis pr oduce extracelular si intracelular inulinază, 

o I8- fructozidază care hidrolizeazà inulina bacterianà Si "partea, fructozică 

a rafinozei. 
iB- -Glucanaza face parte, de asemenea, dintre enzimele hidr olizante 
liberate in mediu si este implicată în procesele de tamponare. Activi- 


(adi 
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Tonii uranil si cei mercurici inhibă activitatea catalazei. 


Mei DE wid 


tatea -1,3-glucanazei determinată în mediu de cultură al drojdiei Saccha- 


"omyces - fragillis. este aproape de şapte. ori mai mare. decît cea. de la 
Saccharomyces cerevisiae. ^ 1 
Glucanaza izolată de la Saccharomyces cerevisiae hidrolizează legă- 
turile 8-1—3 şi B-1—6 ale glucanului. - 
. Acid-fosfataza se găsește în întregime sau în principal pe suprafata 
externă a membranei plasmatice. Protoplaștii sintetizează fosfataza acidă 
şi o eliberează în mediu iar moleculele de fosfatază acidă contin si un 


rest glucidic. 


"După o înfometare de fosfat, activitatea fosfatazei acide crește la 
Candida utilis şi drojdia de panificaţie. Celulele înfometate în fosfat, cu 
o activitate mare a fosfatazei acide, hidrolizează fructozo-l—6 difosfatul 
si îl fermentează de aproape trei ori mai repede decît drojdia de . pani- 
ficatie normală. În drojdiile de suprafață intacte, fosfataza cu un pH 
optim de 3,7 'catalizează hidroliza grupărilor pirofosfat ale tiamin-piro- 
fosfatului, cu apariţia tiamin-monofosfatului ca intermediar. Suprafaţa 
celulelor de drojdie de panificaţie contine o fosfolipazá uşor extractibilă. 
= Ahearn şi colab. (1968) au observat o' activitate proteoliticá extra- 
celulară la unele drojdii, dintre care cele mai “activa sint: Candida lipo- 


lytica, Candida puniced. O asemenea activitate nu s-a gásit la Saccharo- 


myces cerevisiae şi Saccharomyces carlsbergensis. 


La exteriorul membranei de Saccharomyces cerevisiae s-a găsit ami- 


a 


nopeptidază. Cele mai multe peptidaze au fost luate împreună cu pereții 


celulari în timpul preparării protoplastilor. 


. În celulele intacte, numai o parte a aminopeptidazei este accesibilá 


substratului; De asemenea, unele catalaze apar in celulele intacte, restul 


fiind găsite numai după tratarea celulelor cu căldură sau solvenţi. Drojdia 


de panificaţie crescută anaerob avea un foarte mic conţinut de catalază, 

dar enzima se formează cînd suspensia de drojdie este serată. | 
În timpul creşterii anaerobe, cînd are loc inhibarea sintezei catala- 
a A ilius NOS GUN WERE Ua TOM EST 

zei, apare catalaza criptică, activă łn vivo, lipită de substratul extern.. 


“Membranele plasmatice separate de la Saccharomyces cerevisiae 


Creseută anaerob contin lipide, polizaharide si proteine. În aceste mem- 


brane a fost detectată o ATP-ază de către unii cercetători printre care 
şi Nurminen si colab. (1970). - b sia Păi tuae 


13.4.8. ELIMINAREA COMPUSILOR 


Membrana plasmatică exercită un efect limitant și ‘selectiv asupra 
pătrunderii compuşilor din ` mediu: în celulă. În mod corespunzător ea 
influenţează şi eliminarea metabolitilor din celulă in mediu. Este bine 
cunoscut faptul că produsii de fermentație, ca etanolul si glicerolul, sînt 
eliminaţi în soluţia ce fermenteazá unde se săsesc si intermediari aditio- 


nali.si subprodusi ai fermentatiei zaharurilor, ca acetaldehida si alcolii 


fuselici. Într-un studiu asupra apariției cetoacizilor în celulele drojdiei 
şi soluţia fermentatá, Suomalainen și Ronkainen (1963) au observat că 
toți cetoacizii prezenţi în celulă erau prezenţi si în mediul de fermen- 
tatie în concentraţie mare. | | vasi X 


r 
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în afară de acidul piruvic și acidul 'x-cetoglutaric, în mediu s-au 
găsit următorii cetoacizi : p-hydrox yfenilpiruvic,' acid  a-ceto-B-metil- 
valeric, acidul u-ceto-izovaleric, acidul iy-ceto-izocaproic, acidul -fenil- 
piruvic, acidul cetobutiric, acidul oxaloacetic şi acidul u-ceto-"Y- metilbu- 
tiric. Nem dl. E bow b hi j 
De asemenea, unii aminoacizi apar in mediu in timpul cresterii drojdiei, 
dar în cantităţi foarte mici in comparaţie cu cetoacizii. Aceasta dove- 
deste funcţia selectivă a membranei plasmatice în eliberarea metaboli- 


ilor din celulă. Se pare că absorbţia glucozei, in special, induce: O eli- 
minare de aminoacizi din celulele de Saccharomyces carlsbergensis prin 
efectuarea unor schimbări in permeabilitatea membranei: plasmatice. O 
eliberare rapidă de aminoacizi are loc atunci cînd celulele de drojdie sînt 
suspendate într-o soluție de glucoză; mai tîrziu aminoacizii sint reab- 

"sorbitb: «GA ME -— A TAN 
. Acetaldehida este cel mai important component carbonil format in 
timpul fermentatiei alcoolice ; alte aldehide găsite în bere sau în: mediu 
de fermentatie sint : propionaldehida ; butiraldehida ; izobutiraldehida ; 
valeraldehida ; izovaleraldehida ; valeraldehida optic activă; hexanol-, 
heptanol- si glicolaldehidă: Formarea diacetilului în fermentația drojdi- 
ilor a fost evidenţiată tirziu. Investigatiile efectuate au arátat cá el se 
formează plecind de la.acidul -acetolactic sintetizat in celule,.care este 
transferat în mediu unde este transformat în diacetil printr-o decarboxi- 
-Jare spontană. SPL. B. taxes um d 
Majoritatea compusilor carbonil din mediu se formează prin decar- 

1 boxilarea cetoacizilor. Pme i mg h 


= 


A În cursul fermentatiei alcoolice, alcoolii superiori (alcooli fuselici) 
sînt eliberaţi în mediu în amestec cu etanolul. dh 
( Alti compuşi aromati. formati. in timpul fermentatiei sint. esteri şi 
| acizi graşi liberi. | 
În timpul fermentatiei, drojdia de panificaţie şi drojdia de bere eli- 
mină şi nucleotide. Eliberarea nucleotidelor şi a altor compuși ce absorb 
— radiàtiile ultraviolete depinde de pH-ul mediului, de temperatură, con- 
centratia zaharurilor fermentabile şi, de asemenea, de prezenta protec- 
torilor de membrană (Ca2t sau Mg?) sau a distrugătorilor de membrană 
(butanol, detergenti). Cind drojdiile sînt suspendate în apă are loc o mică 
pierdere de compuși, dar ea este substanțială în prezenţa glucozei. 
Celulele de drojdie uscate pierd selectivitatea membranei plasmatice 
si in consecinţă membrana devine permeabilă pentru compuşi care nu 
intră în „celulele de drojdie intacte. Într-o suspensie apoasă, o cantitate 
| considerabilă de constituenți cu greutate moleculară mică este eliberată 
| de drojdia uscată activă. Această pierdere mare întilnită la drojdia uscată 
| este atribuită acţiunii lecitinazei asupra fosfolipidelor membranei plas- 
matice. Pierderea este dependentă de mecanismul de rehidratare si de 
temperatură. Rehidratarea membranelor : semipermeabile in conditii de 
Aemperaturá ridicatà este inceatá si atunci constituentii solubili scapá. 
Cind drojdia de panificatie uscată este rehidratată la 5... 107C, prac- 
tie, toată tiamina $i riboflavina rămîne în celule, dar aproape tot acidul 
nicotinic este eliberat în mediu. A AT 
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4. DROJDIILE PATOGENE 


I. COJOCARU 


4.1. INTRODUCERE 


În grupul mare al drojdiilor sau, altfel spus, al organismelor levuri- 
forme, un loc aparte îl ocupă cele cu caracter patogen desi, numeric, nu 
acestea sînt cele preponderente. Faptul că, în ultimii ani, aceste micro- 
organisme au găsit noi condiţii care să faciliteze trecerea lor de la sapro- 
fitism la parazitism, le conferă o importanţă tot mai mare. Această inci- 
E crescută este, in parte, de natură iatrogenă, prin folosirea pe scară 
largă a antibioticelor antibacteriene, a corticoizilor, a medicamentelor i imu- 
nosupresoare, ca şi a altor agenţi terapeutici. 
| Aceste fapte au făcut ca, treptat, problema levurilor patogene să 
intereseze un număr din ce în ce mai mare de specialişti, care le-au 

studiat fie din punct de vedere biologic, fie din cel clinic sau terapeutic. 
. Dacă muguet-ul bucal este amintit de Hipocrat sub denumirea de 
stomatită aftoasă, în 1839, Langenbeck recunoaște existenţa ciupercilor în 
“această afecţiune, denumindu-le ciuperci aftofite. După repetate descrieri 
și denumiri, în 1923 Berkhout adoptă denumirea de genul Candida, de- 
numire acceptată de Congresul Internaţional de Micologie din 1939. 

Cercetări privind ciupercile levuriforme patogene au fost întreprinse 
de Castellani (1928), Benham (1931), Lodder (1934), Langeron si Guerra 
(1938). În tara noastră, Nicolau (1924) a dovedit inoculabilitatea la om 
şi la animal a levurilor izolate din leziuni umane, iar Longhin (1936) a 
studiat reacţiile de aglutinare faţă de levuri. În 1960, Evolceanu si cola- 
boratorii au publicat o monogr afie privind candidoze ele. 


4.2. CLASIFICAREA DROJDHLOR PATOGENE 


„După eum.s-a mai arătat, în afara levurilor cu reproducere sexuată 
(sporogene) si care nu cuprind specii patogene pentru om, există, de 
asemenea, levuri care nu au reproducere sexuată (asporogene). Acestea 
sînt incluse in familia Cri yptococaceelor şi vor forma obiectul acestui 
„capitol. Ele cuprind genuri cauzatoare de boli și au fost împărțite de 
Drouhet (1971) astfel : 

1). Subfamilia cryptococoidelor care cuprinde urmátoarele genuri : 
— Candida — levuri ce produc i (sau chiar micelii ade- 
vărate) şi blastospori ; i 
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— Cryptococcus — levuri nefilamentoase, cu înmuguriri multiple, 
înconjurate de o capsulă polizaharidică, ce nu fermentează zaharurile si 
care produc urează. Numai specia Cryptococcus neoformans este patogená, 
provocind leziuni cutanate sau viscerale ; i 

— Torulopsis — levuri nefilamentoase, cu inmugurire multiplă, care 
nu produc capsule si nici urează. Specia Torulopsis glabrata, de obicei 
saprofità a pielii si mucoaselor, poate provoca uneori cazuri de. vaginite, 
de micoze sistemice şi chiar septicemii; , ' 

— Pityrosporum — levuri lipofile, cu inmugurire polară de formă 
ovală sau în butelie. Ele nu fermentează zaharurile. Genul acesta cuprinde 
speciile P. orbiculare (Gordon, 1951), asociată la  pitiriasis versicolor si 
P. ovale, asociată la pitiriasis simplex. | 

2) Subfamilia Trichosporoideae care cuprinde levuri ee produc fila- 
mente ce se fragmemtează in artrospori inmuguriti. Dintre acestea, Tri- 
chosporon cutancum este agentul cauzal în piedra albă şi a fost izolat 
într-o serie de micoze viscerale. 

3) O a treia subfamilie, Rhodoturuloideae care cuprinde genul Rho- 
dotorula, avînd un pigment carotenoid roşu sînt levuri de regulă saprofite, 
dar au fost izolate din diferite leziuni cutanate şi; organice (tabelul 23). 


Tabelul 23 


e Familia Cryptococaceelor 


"ES: 1 m Caractere fizio- NL QE SI 4 oe 
Xs Morfologie . x del interes medical 
milia gi Mone > ™ logice is ii teres medic: 
l m A ? 
Candida . Levuri.si filamente (pseu-. Fermentatie + Candida „albicans, C.. tropica- 
domicelii sau micelii/a- Pakti, a bi lis etc. (35. specii) . 
devărate) Aw s l sape der da 
“ Crgpto-.. Levuri rotunde sau ovale, Fermentaţie 0. „Cryplococeus neoformans (pa- 
coccus: 'înmugurire multilatera- amidon cxtra- — togen). . | 
lá, capsulă, absenţa mi- celular + Alte 5 specii saprofite 
-celiului, pigment ocru urează + 9 AI iba a Be d Lan ză 
Crypto-  :Pilyro- . Levuri ovalare sau in bu- Lipofilie cul- Pityrosporum ovale — saprofit 
cocoideae sporum telic; tnmugurire polară turi pe mediu . al pielii ^ - 
| | i ulei „bi 
' Torulop- Levuri rotunde, ovale-in-: Fermentaţie +. Torulopsis :glabrala — saprofit 
SSTT mugurire multilaterală, amidon 0 al mucoaselor. Uneori pro- 
fără capsulă, -absența urează 0 ^ duce vaginite, dar si infecții . 
miceliului renale si in alte viscere 
] Torulopsis. pintolopesii si alte 
-20 specii saprofite - 
Tricho- ^ Tricho- ` Levuri + filamente artro- Fermentafie + - Trichosporon -cutaneura agent 
sporoi- ^ sporon. "sporate; artrospori in- rr în- Piedra albă „şi unele 
deae. i muguriţi 5 s micoze.. viscerale. „Alte 7 
i specii saprofite. 
Rhodo- ^. Rhodo-  Levuri rotunde sau ovale; Fermentatie £  Rhodolorula mucilaginosa, nh, 
toruloi- torula inmugurire multipli ; ; rubra. de obicei... saprofite 
dede . pigment roşu sau gal- pot produce, unele. leziuni 
ben . : „cutanate pe mucoase sau 
ai "wisceré. ^ RU Pe 


Alte : 5. specii . saprofite. 
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4.3. RECOLTAREA MARE EDU TARORA 


Pentru. a. putea examina. eMe hiena: un ie Pda important 
revine modului cum'esie făcută recoltarea materialului patologic, precum 
și alegerii locului de unde se face prelevarea}. Este cunoscut faptul că, 
în leziunile cutanate, agenţii fungici nu sînt ráspinditi în mod egal. 


"4.4. E e ix MICOLOGIC AL MATERIALULUI ii ind 


. În vedlik efectuării examenului microscopic direct, se. và depune 
materialul prelevat pe o lamă de sticlă, adăugîndu-se 1—2 picáturi din 
soluţia disociantă gi acoperindu-se cu o lamelă de sticlă. Excesul de so- 
lutie se va absorbi cu hirtie de filtru. 

Înaintea 'efectuării examenului microscopic se: va lisa materialul de 
examinat să se disocieze timp de 20—30 min., uneori chiar mai mult. 
Cînd sint de examinat produse foarte subţiri şi: transparente (secrelii, 
expectoraţii, urină, lichide ce entrifugate, macerat de fecale), acestea vor fi 
așezate pe lamă si se vor acoperi cu o lamelă. Poate fi adăugată o. pica- 
tură de ser fiziologic. a 


a 4. 1. SEMNIFICATIA PATOLOGICA A CANDIDEI 
iG MDA, EXAMENUL DIRECT | 


La E Aen direct, semnificaţia patologică a Candidei ha d levu- 
rice-şi pseudomicelii) este de luat în consideraţie cînd : 

— elementele fungice se găsesc în exclusivitate sau predomină. faţă 
de flora microbiană ; 


1 Recoltarea scuamelor.din leziunile cutanate se face prin raclarea cu mar- 
ginea unei lame de sticlă șlefuită, mai ales de la periferia leziunilor. Din leziunile 
veziculoase sau buloase se va recolta plafonul veziculei sau al bulei cu Jr itn i 

-unei pense si a unui foarfece. ? 

$ În intertrigoul candidozic găsim, localizate în pliuri, loci jaotste. sau con- 
fluente în plăci zemuinde, de aspect inflamator, cu marginile puţin festonate sau 
tivite de un guleras de pete deslipite. 

În leziunile ungheale, presupuse a fi candidozice (onixis cu perionixis), pre- 
levarea se face din extremitatea proximală a unghiei care e de obicei subţiată, 
dezlipită, deformată, prezentind şi un depozit pulverulent de culoare verzuie-brună. 
.Leziunea ungheală este de obicei însoţită de inflamatia țesutului periungheal, de 
unde se va recolta, de asemenea, material patologic. 

Exsudatele și „secrețiile mucoaselor se recoltează cu un tampon de vată ste- 

rilizaţ sau cu ansa de secreție, din cavitatea bucală sau din vagin. În caz cá 
există, se poate preleva depozitul albicios-cremos, uncori pseudomembranele. Acest 
material patologic poate fi examinat extemporaneu: sau poate fi insăminţat pe 
. medii de cultură. Exsudatele şi secrețiile nu vor fi păstrate mult timp.. 
Prelevarea expectorației ca atare are o valoare redusă. Este de preferat ca 
_recoltarea să se facă prin spălare bronsicá. Dacă acest deziderat nu poate fi realizat, 
recoltarea sputei se va face în cutii "Petri sterile. în prealabil însă, bolnavul va 
„spăla insistent cavitatea bucală cu ceai de musetel, permanganat, rivanol, . clorurá 
de potasiu sau alt antiseptic. - 

Recoltarea urinei se va face în mod steril, iar eprubetele ` in care se face 
recoltarea.vor fi sterile şi inchise.  . 

. “An privinţa fecalelor, prelevarea se va face in cantitate mică, într-o eprubetă 
sterilă, conținînd ser fiziologic amestecat: cu penicilină şi streptomicină sau. cu 
cloramfenicol. Puroiul este recoltat, îndeosebi, din leziunile închise, prin punctie 
aseptică, cu un ac gros adaptat la o seringá perfect etanşă. Puroiul prelevat rni 
fi examinat la i ic ai sau poate îi însăminţat pe medii-de cultură. 
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— există mai multe elemente fungice pe cimpul microscopic, chiar in 
prezenţa unci flore microbiene importante į; 
1 — elementele fungice, chiar in numár redus, se observă într-un focar 
inflamator închis, in lichidul cefalorahidian, în lichidul pleural sau in 
urina recoltatà steril, m | yi ; 

Găsirea Candidei la examenul direct in scuame cutanate sau în unghii 
este adesea dificilă, fiind necesară cultura. 

Pentru disocierea materialului de examinat se poate folosi una din 
soluţiile descrise în continuare. 

c Sulfura de sodiu (natrium sulfuratum) 100/ sa întrebuințează pentru 
disocierea la rece, fără flacără, iar clarificarea se cbtine mai repede. Se 
păstrează intactă vizibilitatea 'aportului între țesutul parazitat şi ciuperca 
invadantá, producind cele mai puţine artefacte. | 4 

. .Se va prepara o dată o cantitate de numai 10—20 g (exemplu sulfurá 
de sodiu 1.g, alcool etilic absolut 2,5 ml, apă distilată 7,5 ml) care se va 
păstra în sticlă picătoare de culoare închisă; se. va feri de lumină si va fi 
utilizată cel mult 3—4 săptămîni. . H 1 


- Hidroxidul de potasiu 409/, oferă imagini clare, dar necesită încăl- 
zirea la flacăra unui bec de gaz, avînd grijă să se evite fierberea care 
“poate duce la modificarea sau chiar la distrugerea preparatului. 

La examenul microscopic al materialului prelevat, în candidoze, ob- 
servarea de pseudomicelii şi celule levurice indică prezenţa unor paraziți 
micotici din genul Candida. Examenul microscopic poate arăta prezenţa 
unuia din elementele amintite sau a ambelor. De menţionat cá, in unele 
cazuri, pseudomiceliile sint mai greu de diferențiat: de filamentele mice- 
liene (specifice dermatofitilor). | 22 grat! | 

Prezenţa in spută sau în abcese subcutanate de elemente levuriforme 
cu aspect de celule rotunde sau ovale, cu membraná groasá, cu dublu con- 
"tur, înconjurate de o capsulă mucilasinossá si care se reproduc prin inmu- 
.gurire multipolară, ne semnalează un Cryptococcus neoformans. ` 

Elementele intilnite in spută au valcare pentru precizarea diagnosti- 
cului doar in cazurile cînd prezenţa lor este în număr foarte mare:si, mai 
“ales, dacă ele se găsesc în expectoratia recoltată prin bronhoscopie. În ce- 
.lelalte cazuri (excepţie făcînd Cryptococcus), prezenţa lor intimplátoare 
nu trebuie luată în considerare, fiind socotite saprofite banale ale mucoa- 
"selor.' eil cain) Rgt Ert b Y | POST igiir il 
“Puroiul, examinat proaspăt, într-o picătură de ser fiziologic sau în 
-disociantele uzuale, ne poate arăta la microscop, in candidoze, prezența 
de celule levurice, însoţite sau nu de-pseudomicelii. - : LANE isi 

Alte produse patogene : bilă, urină, fecale etc. sînt doar rareori exa- 
minate microscopic, folosindu-se de regulă insámintárile pe medii de. cul- 
tură. ~ ea F ne o! n E - l 

-Examenul microscopic al preparatelor colorate este mai puțin utilizat 
'în depistarea drojidiilor patogene. Totuşi, se pcate folosi, coloratia Gram 
“(mai ales pentru frotiuri), coloratia Ziehl-Nielsen precum si coloratia Hot- 
.ckiss-McManus, (mai ales pentru colorarea preparatelor din tesuturi biop- 
siate). Pot fi observate celule levurice inmugurite. Corpul celular al ciu- 

percii poate fi văzut închis, ceva mai accentuat la periferie, pe fondul lilja- 
chiu al țesutului parazitat.. Pan | 
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4.4.2. DIAGNOSTICUL CU AJUTORUL CULTURILOR 


jn vederea precizárii speciei agentului micotic izolat din produsul pa- 
tologic este necesară, de obicei, insámintarea pe medii de cultură. Pentru 
dr ojdiile patogene la om se utilizează, de obicei, mediul Sabouraud; Acesta 
are următoarea compoziţie : 10 g peptonă, pulbere ; 90 ml din soluţie 40% 
maltoză (sau glucoză nerafinatà brută, sau 80 g miere de albine) ; 20 g 
geloză (agar) ; 1 000 ml apă. 

Glucoza, peptona si agarul (în cantităţile arătate) se dizolvă separat în 
apă (agarul se lasă 24 ore înainte, să se umile în apă), apoi se amestecă 
într-un balon cu fundul plat şi se adaugă apă, se încălzeşte pînă la fier- 
bere la 115... 120?C, apoi se lasă să coboare la 100*C. Se amestecă cu o 
baghetă de sticlă. Se filtrează la cald prin vată hidrofilă așezată într-o pil- 
nie. Sa adaugă cloramfenicol 0,59/4. Se toarnă în tuburi fiind încă fier- 
binte, 8—10 ml, într-o eprubetă sau în cutii Petri, ori în flacoane Ehrlen- 
mayer. Se pun dopuri de vată si tifon. Se sterilizează în autoclavă 
15—20 min pînă la 120"C, apoi se lasă să coboare la 100?C. Se aşază 
eprubetele în poziţie înclinată, pînă la răcirea completă. 


4.4.2.1. ÎNSĂMINȚAREA MATERIALULUI PATOLOGIC 


Pentru a se obţine culturi din materialul patologic prelevat, este ne- 
cesar a se ling seama de unele Xeg nena Qr intre care amintim urmátoa- 
rele 

— materialul prelevat (scuame, unghii) va fi di mai mult fragmen- 
tat, evitindu-se insámintarea unor portiuni de dimensiuni mari; 

— ansa folosită va fi flambatà, apoi răcită în lichidul de condensare 
din tubul cu medii. Materialul de insámintat va fi depus în câteva puncte 
diferite de pe suprafaţa mediului ; 

— | este de preter at sá se insáminteze 2.— "9 tuburi cu me ediu de cul- 
tură ;. 

— durata insámintàrii sá nu se prelungeascá mult, pentru a evita 
posibile contaminări ; 

— în ce priveşte urina, ca şi alte materiale patologice, se vor de- 
pune, cu o pipetă Pasteur, cite 1—2 ml in 2—3 tuburi cu mediu Sabouraud 
lichid. Se pot picura cîteva picături si în tuburi de mediu Sabouraud solid. 

Fecalele, înainte de însăminţare, sînt lăsate 24 ore la maceratie, intr-o 
solutie de ser fiziologic si antibiotice. dut se va face pe minimum 
2 tuburi cu mediu. 

insámintarea puroiului se iie cu ansa, pe cel puţin: 2—3 tuburi de 
mediu de cultură cu antibiotice. 

Pe mediul de cultură Sabcuraud, ciupercile levuriforme (drojdii pato- 
sene pentru om), se dezvoltă cu uşurinţă. 


4.4.2.2. SEMNIFICATIA PREZENȚEI CANDIDEI ÎN CULTURI 


.Drouhet si Vieu (1957) au stabilit semnificaţia prezenţei Candidei în 
-culturi tinind seama. de urmátoarele elemente : 

— in singe, uriná, lichid cefalorahidian, intr-un focar inflamator in- 
chis, prezenţa. Candidei are o valoare patologică certă, oricare ar fi specia 
si numàrul ciupercnor: Pe mucoase si pe tegumente, unde ea poate exista 
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în stare saprofită, pentru a-i atribui o valoare patogenă, trebuie să se ţină 
seama de specia izolată şi, îndeosebi, de abundența elementelor ; 
= = prezenţa exclusivă sau preponderentă a unui număr mare de ele- 
mente de Candida are o semnificatie patologică, oricare ar fi locul si spe- 
cia izolată, excepţie făcînd totuși existența - Candidei în expectoratie. 
.. Constatarea speciei Candida albicans în leziunile cutanate are îndeo- 


'sebi o valoare importantă, această specie neexistind în stare saprofità pe 


tegumente, ci numai pe mucoase. 


4.8. GENURILE DE DROJDIE CARE CUPRIND / 
| 5. ^ .SPECH PATOGENE, Ho 


| 451. SPECIILE GENULUI CANDIDA: 


“Genul Candida cuprinde ciuperci levuriforme'a'cáror înmulţire se 


face prin inmugurire. Prima semnalare a acestei levuri a fost făcută în 


1839 de către Langenbeck, la bolnavii cu muguet. 
Candida aparţine levurilor anascosporate, familia. Cryptococaceelor, 
in care, pe lingá genul Candida, sint incluse genurile Cryptococcus, Pity- 
rosporum, Torulopsis. er RENTEN "ra da 
. Ciupercilor din genul Candida li s-au atribuit, în decursul timpului, 
diferite denumiri sinonime. Pot fi amintite dintre acestea următoarele, 
citate de Langeron şi Vanbreuseghem (1952) : Oidium (Link, 1905, ; Ro- 
bin, 1855), Syringospora (Quinquaud, 1868), Monilia (Plaut, 1895), Zymor 
nema Beurman si Gougerot, 1909); Mycotorula (Will, 1916), Monitia (Gme- 


ANT 1891 ; Vuillemin, 1911), Mycotoruloides (Langeron şi Talice, 1932). 


"în ce priveşte speciile genului Candida, acestea sint numeroase. Din- 


tre ele se pot menţiona : C. aibicans (Robin) Berkhout 1923; C. ' krusei 


(Castellani) Berkhout,. 1923 ; C. tropicalis (Castellani) Berckhout, 1923 ; 
C. pseudotropicalis (Castellani).Bosgal, 1931 ; C. quilliermondii (Castellani) 
Langeron si Guerra, 1938); C. parapsilosis (Castellani şi Chalmers) Ca- 


/ margo, 1934 ; C. stellatoidea Jones si Martin, 1934. 


. Specia C. albicans,.avind o. putere patogená bine: cunoscută, este. de 
regulă specifică omului. Ea a fost numai rareori izolată în afara corpului 


omenesc sau a animalelor. Celelalte specii, de Candida se găsesc, de ase- 


menea, în natură (Drouhet, 1971). Astfel, în legume, fructe, cereale au 
fost izolate : C; krusei, C. parakrusei, C. tropicalis, C. guilliermondii, iar 
in produsele lactate C. tropicalis, C. lipolytica, C. rTobusca... 5. PY : 
La om, Candida a fost găsită si ca saprofitá in gură la 7,59/9 dintr-un 
lot de persoane sánátoase (Lipnick si colab), in fecale la 15%/ din indivizii 
sănătoşi (Benham şi colab.), în vagin la 5—15% din femeile negravide s! 
32—439/, din gravide ; pe piele, C. krusei si C. parakrusei ca saprofiti, iar 
C. albicans ca agen patogen in leziuni (Drouhet, 1971). 
Trecerea de la saprofitism la un rol patogen se face ca urmare a 


"ruperii echilibrului în detrimentul apărării biologice a organismului uman. 


Marea frecvență a ciupercilor levuriforme 'saprofite ale omului a fost 


„subliniată de Coudert (1971), care a arătat că acestea ajung să fie izolate 
; de la 25%% din persoanele neprezentind semne clinice de boală. 
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Referitor la factor favorizanti ai creșterii numărului infecțiilor can- 
didozice pot fi menţionate o serie întreagă de cercetări care au scos in 
relief diferite bela de interes deosebit. O constatare, făcută de Paetzold 
si Graner (1979) indică, faţă de totalul cazuisticii lor dermatologice, o 
creștere a incidentei leziunilor candidozice de la 1,9% in anul PER, la 
8 „9079. din totalul celor examinati în anul 1975. 


Un prim grup de factori favorizanti îl constituie unele medicatii mo- 
derne, eficace într-o serie de boli, dar care favorizează dezvoltarea droj- 
diilor: patogene. Dintre acestea, pe primul plan se situează antibioterapia 
cu antibiotice cu spectru larg, mai ales în cure prelungite. Blood si colab. 
(1961) au descris, dupá astfel de cure, cazuri de candidoze generalizate fa- 
tale, Alte cazuri au fost semnalate de Vanbreuseghem (1956), Evolceanu 
(1958). În aceste cazuri, Evolceanu a explicat dezvoltarea impetuoasà a 
Candidei, atât prin suprimarea inhibitiei provocată de bacteriile concu- 
rente, cît si prin carenta de vitamine din grupul B (mai ales Bj), provo- 
cată de administrarea antibioticelor. Această carentá “s-ar datora supri- 
mării germenilor intestinali care elaborează vitaminele din gr upul B. 


U iilizarea, largă a corticoterapiei generale este un factor care a contri- 
buit, de asemenea, in largă măsură la creșterea infecțiilor candidozice. Din- 
ire numcroasele cazuri s-ar putea cita infectia candidozicá oculará descrisà 
de Müller și colab. (1971), după un tratament prelungit cu Pr ednisolon. 


Extinderea in ultimii ani a folcsirii Clo? promazinei (Kane, 1963), a 
unor antipaludice de sinteză şi metronidazolului (Alteras şi Cojocaru, 1972), 
a, imunosupresoarelor (Meinhof, 1970), a suljamidelor, a citostaticelor (Co- 
jocaru si colab., 1975), a unor medicamente psihotrope (Coudert si colab., 
1900) şi indsose bi a anticonceptionalelor (Porter, 1966 ; Anyon, 1971; Far- 
kas.sgi colab., 1981) s-au inscris, de-asemenea, printre. factorii favorizanti. 


Rieth (1967) a arátat cà folcsirea contraceptivelor favorizează nu nu- 
„mai vaginitele, ci şi balanitele candidozice la partenerii sexuali. Oriel si 
colab. (1972) au: considerat că in timp cela 320/ din femeile ce foloseau 
pilule li ep s-a găsit o vaginită candidozică, aceeaşi afecțiune 
O „prezentau doar 18% din femeile ce nu folcseau contraceptive. , 


Dar, în afara factorilor medicamentoşi, unii factori endocrini au, de 
"asemenea, un rol în această problemă. Dintre aceştia, pe primul loc este 
diabetul. De menţionat este şi hipotiroidismul. A fost descris și un caz 
de boală Addison, care-a-dus la candidoză generalizată. Alte afecţiuni de- . 
bilitante, ce favorizeazà dezvoltarea exageratà a levurilor prin scăderea 
rezistentei organismului” sint: cancerul, diferite hemopatii, pemfigusul, 
afecţiuni toxin fecticase. S-a mentionat in aceastá privinţă şi rolul prema- 
turității, copiii din această categorie fiind adesea în rindul celor la care 
drojdiile patogene creează grave probleme de sănătate. 

A fost discutat, de asemenea, rolul cariilor şi a înflamaţiilor perio- 
aontale. în dezvoltarea candidozelor bucale. Rolul protezelor dentare este 
subliniat de Majevslsi si colab. (1980), care au găsit o candidoză bucală la 

40%, din purtătorii de proteze, faţă de numai 8% la ceilalți. A fost arătat 
şi rolul periei de dinţi în transmiterea candidozei bucale (Koch, 1981). Tot 
Koch aminteste Si de contribuţia: amigdalitelor cronice în li d nl) inci- 
deaței candidozei bucale. : 

 Rohatiner (1966) subliniază rolul rezervorului intestinal în n infecțiile 
candidozice vulvo-vaginale. Terenul nevrotic a fost incriminat ca predis- 


punind la dezvoltarea unei infecţii candidozice (Cojocaru şi colab., 1968). 
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candidozice (Lakudi si colab., 1981). i i 


A fost arătat si rolul unor iradieri radiologice în facilitarea. dezvoltării 


. . Bastin și colab. -(1968), Martin (1971), Adar si colab. (1972) au des- 
cris rolul.unor intervenții pe cord deschis in provocarea de endocardite cu 
Candida si a unor septicemii candidozice. De altfel, în 1983, Marsh si colab., 
constată apariţia unor candidoze cu diferite localizări: şi după o. serie de 
alte intervenţii chirurgicale. Unela cercetări recente au discutat si influ- 
enta hipercalcemiei in candidozele diseminate (Kantarjian, 1983). —— 
.. in ultimul timp iese tot mai. mult in relief rolul deficitului imunitar in 
provocarea si întreţinerea canídidozelor cutaneo-mucoase, că si a cronicizá- 
rii lor. Acest rol fusese afirmat in 1968 de Drouhet in candidoza bucală, 
în 1969 de Chilgren și colab., care au subliniat rolul deficitului imunitar 
celular printre cauzele care favorizează candidozele cutaneo-mucoase. În 
1978, cu ocazia unei mese rotunde privind candidozele, s-a arătat că aces- 
tea sînt adesea asociate cu deficiente als funcţiei celulare imune (Kirkpa- 
trik, Edwards. |. . p ital e & r^ F ys meae ril an Pr M 

“În granulomul candidozic, ca si în candidozele cutaneo-mucoase cro- 
nice s-au găsit profunde deficiente ale sistemului celular imun (Duterque, 
1972). La un copil in virstá de 12 ani, suferind de granulom candidozic 
generalizat s-au constatat : deficit al limfocitelor T, nivel scăzut a imuno- 
globulinelor M și absenţa totală a imunoglobulinelor A (Jankova, 1982). 

“În ultimii 4 ani, la Centrul Dermato-Venerologic Bucureşti, împreună 
cu. Maria Leon si colaboratorii, am studiat rolul deficitului imunitar în 
„provocarea leziunilor candidozice. S-a constatat că bolnavii cu candidoze 
cutaneomucoase prezentau un deficit imun global atit umoral cât și celu- 
Jar. Deficitul umoral, interesind limfocitele B .și complementul, este mai 
accentuat la vârstnici. Deficitul celular este evidenţiat prin scăderea lim- 
focitelor T si a valorilor testului de transformare plastică a limfccitelor — 
T.T.L. (Cojocaru si colab., 1985). . a} iran 6:5 

‘Profesia joacă un rol important în favoarea infectării pielii sau mu- 
'coaselor de către drojdiile patogene. Astfel, se întîlnesc leziuni periunghiale 
-la miîini, produse de Candida la lucrătorii din cofetării, cantine, restaurante, 
personalul mediu sanitar, de la sălile de tratamente. Sint, de asemenea, 
intilnite leziuni intertriginoase la perscanele ce lucrează în umiditate sau 
Ja temperaturi ridicate, Focare epidemice, de obicei puţin extinse, pot apă- 
‘rea în diferite ramuri de producţie, amintite deja, precum și în unele co- 
lectivitáti închise de nou-născuţi. Contagiozitatea este însă minimă, rolul 
principal aviîndu-l terenul.  . | f (cse rit 
În 1985, Bourée, studiind 36 cazuri de candidoze cu focare multiple, 
subliniază între factorii .favorizanti: terenul, virsta, poliantibioterapia, 
imunosupresoarele, cateterele intravenoase. Se “citează, totodată, opinia 
emisă de Trousseau, care spunea : Candidoza este expresia unei rele stări 
generale. ied, 
La Centrul Dermato-Venerologic Bucureşti a fost studiat şi rolul fac- 
torului virstá în declanșarea unor candidoze şi, îndeosebi, a celei bucale. 
La 2 500 persoane examinate, procentul candidozei bucale a fost de 22%0 
la persoanele avînd sub 60 ani şi de 65,4% la cei de peste 60 ani. Pe grupe 
„de vîrstă situaţia constatată. este următoarea (Cojocaru, 1986): 


0—30 ani — 17,0%% 61—70 ani — 57,8% 
31—40 ani — -20,5% 71—80 ani:— 65,6094 ` 
41—50 ani — 21,00/, -81—90 ani — 80,0% 
.51—60. ani — 32,5%. i Peste 90 ani — 88,200. - 
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În ultimii ani este semnalată. tot mai frecvent „apariţia de, candidoze 
generalizate sau sistemice. la heroinomani (Bollignon, 1983, Beurr ey, 1985). 

Dar si o stare fiziologică, graviditatea, este asociată cu o mare propor- 
tie de infectii candidozice vaginale. Incidenta candidozei vaginale la. gra- 
vide ajunge la 35—409/, faţă de 7—150/ la negravide (Conant. si colab., 
1971; Cojocaru si colab., 1974). Nou-náscutii se contamineazá in proporții 
mari! de la mame, iar uneori de la incubatoarele de prematuri, de la cin- 
E tetine, lenjerie, de pe mina personalului de îngrijire etc. 
Dintre speciile de Candida mensionelg deja, pe primul plan, după cum 
s-a arătat, este Candida albicans. 

Candida albicans [(Robin) Berkhout, 1923]. De- a lungul anilor a că- 
pătat foarte numeroase (172) denumiri sinonime, dintre care Langeron și 
Vanbreuseghem (1952) amintesc : Oidium albicans (Robin, 1853) ; Syrin- 
gospora: robinii (Quinquaud, 1868) ; Monilia candida (Plaut, 1885) ; Moni- 
lia. albicans (Zopf, 1890) ; Endomyces albicans (Vuillemin, 1898) ;: - Monilia 
pinoy (Castellani si nome 1913) ; Monilia albicans (Langeron si Talice, 
1932). 


La examenul microscopic direct al materialului patologic se observă : 


— pseudomicelii, constituite din. blastospori alăturaţi. În pseudomi- 
celii.nu există un înveliş.continuu şi comun tuturor celulelor ce-l.compun. 
Ramurile acestor pseudomicelii se formează în grupuri de cîte 4—6 la ca- 
pătul unora din celulele ce le constituie. Din ramuri se formează o co- 
roaná (verticiliu). Noi coroane pot fi formate din fiecare ramură. La unele 
tulpini se pot gási si filamente miceliene veritabile ; ; 

— celule-levurice mici, rotunde sau ovale, avind un diametru de 2— 

u (cele tinere), care sint inmugurite şi au perete subţire. hls, mature 
g ceva mai mari. 

“Nucleul este compact sau tinara A iar citoplasma, là: eeu uni- 
formă, este mai tîrziu fin granuloasă. Ea cuprinde vacuole de obicei mari, 

„unice. 


“Celula: levurică este -cataciMizatà prin formarea de muguri (blasto- 
spori). Înmugurirea începe sub forma unei mici umflături, apărută la ca- 
.pátul celulei, Ea se strangulează treptat E creste, piná ajunge la dimen- 
siunile.celulei-mame. Se poate desface si poate trái independent. Se pot 
forma si lanturi de celule, filamente pseudomiceliene. 

Dupá cum arătau Evolceanu şi colab; (1960) celulele levurice conţin 
în proportie.de 0919/9 apă liberă, la care se adaugă substante organice (po- . 
lizaharide, grăsimi, substanţe proteice), vitamine, săruri de K, Na, Mg, Al, 
Fe, Zn etc. 

Candida deinet substanțele azotoase: em Mire (de exemplu, sul- 
fatul de amoniu). Poate utiliza carbonul din substanţele organice, hidro- 
carbonate, alcooli; acizi. Este: bine folosită inulina (un polizaharid), ca şi 
diferiţi hidrati: de carbon. Pentru folosirea substanţelor nutritive, ciuper- 
cile din genul Candida folosesc enzime, îndeosebi hidrolaze, care hidroli- 
zează moleculele complexe proteice, lipidice, hidrocarbonate și le desfac 
în molecule mai simple. 

“În ce priveşte pH-ul în care se dezvoltă Candida, cl are imita foarte 
largi, între 3,5 si 9, însă pH-ul optim este 5—6,5. 

„O proprietate specifică speciei. Candida albicans (nu şi celorlalte can- 
dide) este aceea de a fi keratolitică (Maeta, 1958). 
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“Culturile ; se dezvoltă bine. pe mediul Sabcuraud i in. 24—48 ore, la tem- 
peratura camerei. Coloniile sint rotunde, mici, de culcare crem sau crem- 
gălbui: Ele sînt reliefate; convexe, umede, lucioase si auo consistență . 
moasá; fiind neaderente de mediul de cultură. 


La examenul microscopic al coloniilor de Candida al bicans se observă : 
0 clamidospori, caracteristici pentru Candida albicans, celule. sferice 
de 20—22 y. diametru, cu dublu contur, refringente, situate la extremita- 
tea! unor, ramuri. pseudomiceliene. Se produc. atunci cind cultura de .Can- 
dida este trecută pe mediul P.C.B. ; 
"a filamente — — lilamentar ea este caracteristică pentru. ése ie că 
. — celule. levuri ice (blastospori), avind un diametru de 2—9 yu. de formă 
rotundă sau ovală. Multe, dintre ele sint in curs de inmugurire. 
Proprietăţile fiziologice spe cifice. Candidei: albicans ca şi ale celorlalte 


specii. mai cunose ute. de. Candida: sint: discutate la capitolul » Identificar ea 
speciilor de Candida si supe tinata în tabelul 24. 


) 


| TABELUL 21 


Identificarea speciilor de: Candida 


ABE FAS i o'a Trid Auxonograma. 


i akp AR "Fermentarea: a CR d : Uu i TA J, t 
, Specia. i b ^| Asimilarea, zaharurilor Asimilarea azotului . 


EI DE SR A NORI Ma Zo ETR | pu As Sa | E 


Candida albicans U4- 


ERE M Wells arid pap ji eine: 
C. tropicalis T pe Me R— 2 uum-— 
C.. pseudotropicalis malic nat ciuis: "cancri A sie acier A 
: C. stellaloidea Mr cac Mr Ee E e NC rea ro deea pA o arc ean 
C. krusei 40 LIGUE. caes pol — pp pp 
C. parakrusei z S e ua a dio masc choke aii O Aak LP 
C. guilliermorli ;: Roue SD hm 
C. pelliculosa Low Y Eo FA E RATI pp RI = 


Notă.. G= = glucoză : 5 M= = ^ maltozà ; e TE zaharoză ; pom = lactoză ; R= = ratinozá ; : pp. E peptoni ; ; 
à NS 'asparagină ; ; Sa'= sulfat de amoniu; Np = „nitrat de: potasiu ; Ur= uree. 


“Referitor la celelalte- specii de "Candida, vom menţiona pentru citeva 
dintye acestea data identificării lor 8i unele! denumiri sinonime, după Co- 

nant şi colab: GII: 

XE tropicalis (Castellani) Berkhout, 1923. No specie a mai. fost 
denumită.: Monilia' Candida (Hansen, 1888) ; Oidium tropicalis (Castellani, 
1910) ; Monilia tropicalis (Castellani şi Chalmers, 1913) ; Candida : vulgaris 
(Berkhout, 1923) ; Monilia zeylanoides (Castellani, . 1925) ; Monilia onyco- 
phila (Pollacei si Nannizzi, 1926) ; "Mycotorula. dimorpha (Redaelli í şi, GE 
feri, 1935); 5 Mycotorula trimorpha (Redaelli şi: Cifferi, 1935). - 


"C. krusei (Castellani) Berkhout, 1923, a mai primit ca denumiri sino- 
nime : Saccharomyces krusei (Castellani, 1910); Monilia krusei (Castellani 


si Chalmers, 1913). 
G parapsilosis (Castellani si Chalmers) Camargo, 1934 a mai fost 


denumită : Monilia parakrusei (Castellani şi Chalmers; 1913) ; "Monilia pa- 
rapsilosis (lord. 1928) ; Candida brumpti (Langeron 'și Guerra, 1935). 
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; as pseudotropicalis (Castellani): Basgal, 1931, a mai fost lite.» 
Endomyces pseudotropicalis (Castellani, 1911); Monilia pseudotropicalis 
(Castellani si Chalmers, 1913) ; Candida mortifera. ptis 1925) ; Moni- 
lia mor tifera (Martin, Jones, Yao si Lee, 1937). 

C. guilliermondii Langer on și Guerra,,1938, a mai avut dB unl si- 


nonime : Endomyces guilliermondi (Castelani, 1912) ; Manilia guilliermondi 
Caste ong si ARES 1913), 


| 45. 11. IDENTIFICAREA SPECIILOR DE CANDIDA 


“Se face ` prin studierea puterii de fer mentare și de asimilare a ut 
rilor, ca şi cea de asimilare a azotului, Candida albicans poate fi, de ase- 
menea, identificatü cu ușurință si prin prezenţa clamidosporilor. . 

Pentru identificarea Candidei albicans, trecerea culturii de Candida 
pe mediul P.C.B.! cu cartofi, morcovi şi bilă, permite identificarea spe- 
ciei, acest mediu favorizind dezvoltarea de clamidospori, caracteristici 
Candidei albicans. 

Dintre mediile amintite, rezultatele cele mai bune le dă mediul P.C.B. 
la care clamidosporii apar cel mai precoce, după 24 ore în 759/, din ca- 
zuri, iar după 48 ore în 90% din cazurile cu Candida albicans. Mediile cu 
cereale permit identificarea Candidei albicans după un, interval mai mare 
de 3—5 zile. 

Pentru identificarea C. albicans poate fi utilizată şi o metodă vou 
bazată pe germinatia rapidă a levurilor, care filamentează în prezenţa se- 
rului uman?, 


Metodele. sp AVE ne ajută să identifica specia C. Da IE, cea mai 
des întilnită între agenţii cauzali ai diferitelor forme clinice de candidoze. 
Totuşi, deoarece nu toate tulpinile de C. albicans produc clamidospori si, 
avind în vedere faptul că uneori este util să identificăm şi alte specii de 

Candida, se recurge = unele metode fiziologice E Ss here d 


1 Mediul P.C.B. TEIN contine : 20 g pulpá de cartofi, 20 E. culpă de 
morcovi,. 20 g gelozá (agar), 150 g bilă proaspătă de bou, 1000 ml apă - 
Cartofii si morcovii se lasă la macerat timp de o oră într-un litru de apă, 
apoi se pun la fiert timp de 5 min. Se adaugă geloză, se lasă 2 ore să se umile 
şi apoi se pune la autoclavă, crescind încet temperatura pînă la 120°C. Se filtrează 
apoi prin vatá hidrofilă tifonată si se sterilizeazá la 120°C timp de 15 minute. 

La acest mediu se poate adăuga bilă proaspătă de bou. 

„ Mediul cu gráunfe.. de cereale (Langeron si Milotchevich) contine : 
:40 g făină de grîu, 20 g gelozá, 1000 ml apă. Boabele de ovăz, grîu sau orez 
se depun în fundul cetei lor pe un strat de vatá gros de 2 cm, îmbibat cu apă 
distilată piná la baza stratului de gráunte. Se sterilizează 20 min la autoclavă, 
la temperatura de 120°C, de 2 ori la interval de 24 ore (numai o dată pentru 
orezul decorticat), 

In loc de boabe de cereale se poate folosi făina acestora, cel mai utilizat 

fiind în acest caz mediul cu mălai (125 g mălai la 3000 ml apă). El se prepară 
ca şi mediul Sabouraud, înlocuind însă zahărul cu mălai şi adăugind peptonă. 
Se recomandă ca sterilizarea mediului cu mălai să se facă prin tindalizare si nu 
prin Valori sub presiune, în autoclavă, pentru a nu se provoca hidroliza hidraţilor 
de carbon. 
2 Se introduc picături dintr-o suspensie de Candida într-o eprubetă ce conţine 
0,5 ml ser uman, eprubeta este agitată, apoi ţinută la termostat la 37°C, timp de 
4 ore. Se examinează apoi la microscop o picătură. Prezenţa de celule de Candida 
ce încep să filamenteze arată că este vorba de C. albicans. -> 

Pentru identificarea C. albicans se mai poate folosi insámíntarea: pe mediul 
Sabouraud la care s-au adáugat Si actiodione. Cresterea Candidei in. interval de 
24 ore pe acest mediu se constatá la specia C. ^a an 24 ore creşterea - 
hu mai este luată în seamă. 
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... Proba fermentaţiei hidratilor de carbon. Această probă ce ajută la 
identificarea speciilor de Candida a fost preconizatá de Langeron si Guerra. 
Ea se bazează pe însuşirea ciupercilor levuriforme de a fermenta unele 
 mono- si dizaharide. Folosirea: acestei: proprietăţi în vederea identificării 
speciilor de Candida dă rezultate stabile. Se folosesc următoarele zaha- 
ruri: glucoza, maltoza, zaharoza, lactoza, rafinoza. ^ ^. ^ 
Prin aceastá metodá se pot obtine urmátoarele rezultate : C. albicans 
fermentează glucoza si maltoza ; C. krusei sau parakrusei fermenteazá nu- 
mai glucoza ; C. tropicalis fermentează-glucoza, maltoza, zaharoza ; C. pseu- 
dotropicalis fermenteazà glucoza, lactoza, zaharoza, rafinoza ; C. guillier- 
mondi — fermentație tardivă, după 20 zile, a tuturor zaharurilor ; C. pa- 
rapsilosis' — fermentație tardivă, după 20 zile numai a'zaharozei. ^ 
.. Tehnica folosită in probe de fermentație a zaharurilor este urmă- 
toarea : tulpina de Candida ce trebuie examinată se insáminteazàá in 5 tu- 
buri de 12 cm x12 mm ce contin mediu lichid de apă peptonatü 1%% si 
zahărul de studiat! (glucoză, maltoză, zaharoză, lactozá, rafinoză). Se aco- 
peră cu un dop de parafină?. Cele 5 eprubete ce contin cite unul din za- 
harurile menţionate sînt aşezate într-un stativ. Cu o ansá, se insáminteazá 
apoi lichidul din fiecare tub. După insámintare tuburile, sint reîncălzite la 
flacără pentru a repune la loc dopurile de parafină, Se lasă să se. solidi- 


D 


fice, apoi se pun in termostat. 


.1 Prepararea apei peptonate „utilizată în proba: fermentatiei , zaharurilor -se 
face astfel: se dizolvă 10 g peptonă in 1000 ml apă distilată şi se repartizează 
în baloane a 200 ml. Acestea se sterilizează la autoclavă. Se introduce apoi aseptic 
cite 4 g din fiecare zahăr (2% zahăr). Cu o pipetă sterilă se repartizeazá apoi 
lichidul zaharat obţinut în eprubete mici, de 12 cmx12 mm, sterilizate. în: prealabil 
la pupinel si astupate cu dop de vatá. În fiecare eprubetă se introduc: 4—3 cm. 
"2 Dopul de parafină este preparat prin amestecarea unei părţi de ulei de 
parafină cu două părţi de parafină solidă cu: punct de topire 55°C. Sterilizarea 'se 
face in autoclavă, la 120°C. Acest:amestec se lichefiazá înainte de întrebuințare pe 
baie de apă. Cu o pipetă sterilă se depune o cantitate de 4 mm grosime la 
suprafața lichidului din cele 5. eprubete. Pentru a elimina eventualele bule de gaz, 
. eprubetele sînt puse apoi pe'baie de apă, să fiarbă citeva minute, Închise ermetic, 
eprubetele sint lăsate să se răcească si 'sînt păstrate la frigider, pînă la folosire, 
Fiecare eprubetă trebuie controlată în momentul utilizării. Vor fi folosite numai 


eprubetele al cărui conţinut se menţine clar. 


-3 Tehnica folosită pentru proba asimilării zaharurilor este următoarea : în primul 
rînd: este necesară prepararea unui mediu sintetic (Lodder-Langeron): 1 €g fosfat 


monopotasic ; 0,50 g sulfat de magneziu ; 20 g agar (gelozi); 1000 ml apă distilată. 
“În continuare se prepară o suspensie de Candida: cu o ansá se introduce 
'o portiune din cultura de Candida a cürei specie trebuie determinată in 6—10 ml 
'ser fiziologic sau apă bidistilată. Cite 1' ml din suspensia de Candida se, toarna 
'în'cutii Petri cu diametrul de 15.cm.: | TM MN dei UM 4 
^ "^ Mediul sintetic preparat, lichefiat, pe baie de apă la 45...50*C este turnat în 
cutiile Petri.în strat de 1 cm şi lăsat să se solidifice, În fiecare cutie Petri 5° . 
depun apoi cu o pensi sterilă, pe ‘suprafața’ mediului, cite 6 discuri de hîrtie 
-colorate diferit. “Discurile sînt îmbibate fiecare, cu cite 2 picături din soluția 20% 
“din unul din zaharuri glucoza, maltoza, galactoza, zaharoza, lactoza, rafino7a. 
` ^ Rezulatul se citeste după: 24—48 ore. Asimilarea se constată prin, apariţia 
în jurul zaharului asimilat a unei zone de creştere de 3—4 cm. vu MS 
. .4 Pentru. metoda asimilării azotului se foloseşte următoarea tehnică: i 
© Mediul sintetic ce se'foloseste la asimilarea azotului este aceleaşi ca la asi 
milarea zaharurilor. El contine în plus -glucoză pînă la 20g% Geloza va 1 
spălată de trei ori, pentru a elimina urmele de substanțe azotate. * A 
Discurile de hîrtie, utilizate se. impregneazá . cu picături din soluţii chimie 
pure de peptoná, asparagină, sulfat de: amoniu, uree 20%, nitrat de potasiu 209/0: 
^ Pentru uree va fi folosită o cutie Petri proprie, substanța fiind foarte difu- 
“zabilă. — iN l : 
Rezultatele se pot citi după 24—48 ore. 
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Citirea rezultatelor : după 3—5 zile se constată împingerea dopului de 
parafină în unele tuburi, în care s-a produs fermentația. După aceea, tu- 
burile sînt păstrate încă 3 săptămîni, pentru eventualitatea observării unor 
fermentatii tardive. ^. | | 

Proba de asimilare a hidratilor de carbon sau a azotului. Metoda au- 
xonogramei se bazează pe proprietatea ciupercilor din genul Candida. de 
asimilare a hidratilor de carbon sau a azotului. j 

. Prin această metodă se poate face diferențierea unor speciisde-Can- 
dida ce nu pot fi identificate prin metoda fermentatiei zaharurilor, Un 
exemplu îl constituie C. Krusei şi C. parakrusei care au aceleaşi pro- 
prietáti fermentative. Deoarece prin metoda fermentatiei ele nu pot fi di- 
ferentiate, aceasta se poate realiza prin auxonogramă : C. parakrusei asi- 
milează maltoza, iar C. krusei nu o asimilează. | 
Asimilarea zaharurilor? ne poate oferi următoarele rezultate : C. albi- 
cans asimilează glucoza, maltoza, galactoza, zaharoza ; C. tropicalis asimi- 
leazá glucoza, maltoza, galactoza, zaharoza ; C. pseudotropicalis asimilează 
glucoza, galactoza, zaharoza, lactoza, rafinoza ; C. stellatoidea asimileazà 
giucoza, maltoza, galactoza ; C. krusei asimilează numai glucoza ; C. pa- 
rakrusei asimilează glucoza, maltoza, galactoza ; C. guilliermondi asimi- 
lează glucoza, galactoza, rafinoza ; C. pelliculosa asimileazá glucoza, mal- 
toza, galactoza. «4 l 

„Asimilarea azotuluit poate da următoarele rezultate : C. albicans asi- 
milează peptona, asparagina, ureea, sulfatul de amoniu ; C. tropicalis asi- 
milează peptona, asparagina, sulfatul de amoniu ; C. pseudotropicalis 
asimilează peptona, asparagina, ureea, sulfatul de amoniu ; C. stellatio- 
dea — asparagina, sulfatul de amoniu + C. krusei peptona, asparagina, 
ureea, sulfatul de amoniu ; C. parakrusei — peptona, asparagina, sulfatul 
de amoniu ; C. guililermondi — peptona, asparagina, sulfatul de amoniu ; 
C. pelliculosa — nitratul de potasiu. 

“Identificarea speciilor de Candida prin metodele amintite a fost sin- 
tetizată în tabelul 24, 

/ 
45.1.2. LEZIUNI CLINICE PROVOCATE DE CIUPERCILE 
LEVURIFORME DIN GENUL CANDIDA 


Prin candidoze se înţeleg infecţii micotice acute, subacute, mai rar 
cronice, provocate de specii de ciuperci din genul Candida si localizate 
pe mucoase (gură, vagin, bronhii, plămâni, alte organe interne), pe piele 
sau unghii. | 

Ráspindirea candidozelor este foarte mare în toată lumea $i la per- 
soane de toate virstele. La apariţia lor concurá si o serie de factorii favori- 
zanti, care au fost arátati deja. 

În cazuistica laboratorului de micologie al Centrului Dermato-Vene- 
rologic Bucureşti, candidozele au însumat, într-un interval de 5 ani, 
3 392 îmblonăviri, reprezentind 26,5% din totalul cazurilor de dermatomi- 
coze depistate. Lezunile clinice provocate de cele 3 392 tulpini de Candida 
au fost : 40,90% muguet bucal ; 20,90/, intertrigoni ; 19,1 onixis-perionixis ; 
12,8%, vaginite ; 3,0 balanite ; 1,8%, perles comismal ; 0,7€/9 otomicoze 
(Cojocaru, 1979). . l 

Putem grupa leziunile provocate de levurile din genul Candida după 
localizárile principale astfel :. i 
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“Leziuni cutanate: — ^ a ani VEMM BE XM 
— Intertrigoul candidozic este localizat in pliurile mari (inghinale, 
submamare, interfesiere, axilare).sau in cele mici (spaţiile interdigitale 
ale míinilor sau ale picioarelor). Leziunile provocate sînt eritemato-scua- 
moase, cu margini neregulate uneori zemuinde, însoţite de maceratie si 
citeodatà de mici depozite cremoase caracteristice. Pruritul insoteste frec- 
venit aceşte manifestări, . nı M D) AE i RP uM). M 
~ 7 Tn cazuistica noastră au predominat leziunile interdigitale ale picica- 
relor:(489/ din intertrigouri), urmate in ordine de cele inghinale. (21,49/,), 
în spațiile interdigitale. ale miinilor (12,394), în pliul interfesier. (14,9?/), 
axilar (1,80%), submamar (1,494); Ps de hop VATNS 5 
.— “Dintre leziunile pe pielea glabrü au fost descrise cazuri de : can- 
didoză pseudoepiteliomatoasă a buzei inferioare (Delacretaz si colab., 1979), 
cheilită a buzei inferioare (Hansen si colab., 1963);'candidoză pustulo-ve- 
getantă multiplă cu C. guilliermondi (Ujvari Și - Orlik, 1959), dishidroze 
plantare și palmare (Coudert, 1971), candidoză superficială hiperkeratozică 
palmará si pe degetele miinilor (Higashi, 1974); acnee neomatorum  (Klos- 
termann. 1965), abcese cutanate (Martin, 1971) si chiar o atingere a glan- 
delor apocrine simulind o hidrosadenità (Peyri si colab., 1961). S-a dis- 
cutat şi rolul Candidei în ‘dermatita. periorală. iid pp AA ci 
|». ^— Localizări în pielea capului şi regiunile păroase, foarte rare, au fost 
de asemenea, semnalate : 6: foliculită a bărbii provocată de C. albicans 
(Kubec, 1963 ; Meinhof, 1970), leziuni în pielea capului la un bátrin cu 
stare generală alterată (Bruder, 1963) (fig. 99). .- Redi 
„La Centrul Dermato-Venerologic Bucureşti au fost depistate două 
cazuri de foliculită în pielea capului cu Candida la persoane prezentind 
un deficit imunitar important (Cojocaru si colab., 1985). Tot/ca urmare a 
deficitului, imunitar este descris un alt caz de candidoză cutanată folicu- 


Fig. 99. Granulom candidozic-leziuni în pielea. câpului, 
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„Fig. 100. Onixis si perionixis candidozic la degetele miinilor. 
lară şi pustulozá (Ginter şi colab., 1985). Cazuri de foliculită candidozică 
la heroinomani au descris Beurrey şi colab. (1985). 
Foliculita cu Candida a bárbii sau a pielii capului este mai puţin cu- 
noscută si seamănă cu o foliculită stafilococicá, leziunea traducindu-se prin 
pustule sau papulo-pustule hemisferice proeminente, - centrate de un fir 
de păr (Meinhof, 1970). UNE 
^ Leziuni ungheale (onixis și perionixis). Onicozele candidozice încep 


„de regulă de la extremitatea proximală sau de la marginile laterale, în urma 
unui proces de perionixis. Apăsînd zona periungheală, se constată uneori 
puroi. TER : Aa 
' Degetele capătă un aspect deformat. Placa ungheală este, de obicei, de- 
formată, zimtatá, cu eroziuni puctiforme. Ea este uneori dezlipitá la bază 
sau lateral şi- prezintă “adesea un depozit verzui-brun subungheal 
. (fig. 100, 101). NER SCARA 
Leziunile ungheale candidozice sint mai frecvente la adulti si, in spe- 
cial, la persoane cu ocupaţii gospodăreşti, casnice.. Ele au uneori un ca- 
racter profesional, la cei ce au condiţii de lucru cu umiditate permanentă. 
Localizarea, în marea majoritate a cazurilor, este la degetele miinilor şi în- 
tr-o. măsură; mult mai redusă la. picioare. De menţionat si posibilitatea 
infecţiei candidozice ungheale si periungheale prin instrumente de. mani- 
chiurá. jr și Yelle gn m ia de 

Leziuni pe mucoase și semimucoase : "ft 

— Candidoza bucală, numită si muguet sau mărgănitărel. (fig. 102), 
se.caracterizeazá prin aparitia de pete albicoase, cremoase, izolate :sau. 
confluente, localizate pe limbă, mucoasa jugalá,. bolta  palatină, faringe. 
Ele sint însoţite de arsură, usturime, i senzații. de: uscăciune, : jenă: 
în. masticaţie sau in deglutitie. "Uneori, aceste depozite albicioase nu 
sînt prezente, observindu-se in schimb o suprafaţă roşie-aprinsă, uneori 
presărată cu eroziuni de tip herpetiform sau aftoid. O formă pseudomem- 
branoasă poate (rareori) să simuleze o difterie. 
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-Fig. 101. mem candidozice ungheale ' la dediield picioarelor la o bolnavă: 
cu: granulom candidozic. 3r à ó. 


Fig. 102. Candidoză bucală (muguet). E ; i 


— Perlegul sau zábáluta este o infecţie micotică caliata la comisura 
„buzelor, de obicei bilateral, formîndu-se eroziuni ce pot merge pînă - là 
aparitia de ulceratii. Suprafata singereazá uşor la deschiderea gurii si este 
acoperită de cruste sau de false membrane. Acestea produc: bolnavului 
senzaţii de usturime, precum şi jenă la vorbire predungită id la masti- 
catie. Z 
— Candidoza vaginală provoacă ieluaverb carate semne lan- 
nice mai importante : tumefactia edematoasá a regiunii vulvare ; mucoasá 
vaginală inflamată, erodată sau chiar ulcerată, prezentind un depozit: ca- 
zeos, albicios ; leucoree'abundentă, cu secreție albicioasă, consistentă, grun- 
joasă, de aspectul laptelui bătut; prurit și senzaţii de iei gi usturime, 
externă si intravaginal. 
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Candidoza vaginală apare 'mai frecvent în cursul sarcinii în condiţii 
de hiperfoliculinemie, după folosirea metronidazolului sau a unor antibio- 
tice etc. Boala poate fi transmisă si partenerului conjugal, necesitind de 
obicei tratamentul ambilor, concomitent. 

De menţionat subliniere ea făcută de Perju şi colab. (1973) care au 
semnalat o creștere a incidentei candidozelor vaginale de trei ori mai mare 
în anul 1972 faţă de 1953. 

— Balánita cándidozicü se manifestă prin aparitia pe gland a unui 
eritem, însoţit de depozite albicioase, cremcase, uncori cu eroziuni si chiar 
ulceratii. Uneori se intilnesc fenomene de balanopostită erozivă dure- 
roară, cu prurit intens, avind o evoluţie cronică si producînd! jenă la 
contactul sexual. Ea poate simula afecţiuni ca: herpes, eritroplazie, 
eczemá, psoriazis, lues. În unele cazuri se pot produce ulceratii dureroase 
cu apariţia de fimozá. Boala poate fi contractată uneori de la partenera 
bolnavă de o vaginită candidozică. Această contaminare se produce, însă, 
într-un procent nu prea mare de cazuri. 


— Uretrita candidozică a fost găsită de Sibi (1971) T 52 per- 
soane dintr-un lot de 1 000, avînd uretrite negonococice. Aceste uretrite 
se. produc îndeosebi la bărbaţi, în urma contactului sexual cu o bolnavă 
avînd vaginită candidozică. 


.. Leziuni la nivelul unor organe. În ERE O.R.L. se semnalează lo- 
calizări amigdaliene (cu un depozit alb, cu falsă membrană), laringiene, 
muguet al cavum-ului nazal, sinuzite, precum Si otomicoze candidozice 
atingind urechea externá sau mijlocie. Personal am depistat un număr 
de: 'otomicoze candidozice, Mega. 0, 10% din totalul- cazurilor de 
infecții levurice. | 


E 'Candidozele: oculare sint semnalate ceva mai frecvent în ultimii 
ani, Localizările oculare au fost descrise de Ansel. (1971) la nivelul genelor, 
conductelor lacrimale, conjuctivei (keratoconjuctivite), corneei (ulcer cor- 
nean), precum si ca irite, chorioretinite, uveite, endoftalmite, Nitzulescu 
si: Niculescu (1973) au descris un caz de oftalmopatie provocată de C. hu- 
micola,iar Kincses si Herpay (1973) un caz de keratomicoză cu C. albi- 
cans. Localizári oculare au semnalat Palastra (1983), Beurey si colab. 
(1985), Bouree si colab. (1985). 


— Candidoze ale cüilor respiratorii au fost semnalate in ultimii ani 
de Martin (1971), Hocquet şi colab. (1978), Beurey .si colab. (1985). Se 
atrage atenţia asupra dilicultăţilor în punerea diagnosticului corect. . : 


— Candidoze cardiovasculare au fost notate la bolnavii cu. diabet, 
neoplazii, avitaminozici, cu endocardite, toxicomani, după intervenții chi- 
. rurgicale cardiace, după cateter intravenos — 1971; wai 1971 ; 

mendil 1973). | 


— Candidoze ale aparatului urinar — Hantschke (1970) a descris in- 
fectii urinare eu Candida la 9 copii dintre care 6 sugări, iar Staubli si 
colab. (1973) au prezentat un caz de obstructie completă a ureterelor cu 
Candida albicans, la àn bolnav cu transplant bilateral de rinichi. Din- 
tr-un humăr de 629; infecţii ale căilor urinare, Gávrus (1973) a nes in 
9 cazuri Candida. Alte studii au fost intreprinse de Barale (1981). 

—: Candidoze ale tubului digestiv au fost semnalate de Martin (1971) 
sub formă de colecistită acută, atingeri hepatice, pancreatice sau vezicu- 
lare, perforatii-digestive. Au fost depistate si infecții candidozice ale esque 
gului de cátre Gemeinhard (1964) şi Sheft şi colab. (1970). . 
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^. — Candidoze . ale . sistemului nervos au fest depistate îndeosebi: sub 
formă de meningite (De Vita, 1966 ; Martin, 1971; Kuhner, 1975; Bra- 
seur, 1980) sau.de abcese cerebrale, cerebeloase sau medulare, la care 
insá diagnosticul este foarte dificil (Ansel, 1971). | 
— Candidoze generalizate : în aceste candidoze generalizate intră si 
granulomul candidozic întîlnit destul de rar. Acesta prezintă leziuni hi- 
perkeratozice papilomatoase, vegetante, localizate îndeosebi pe față, buze, 
pielea capului (fig. 99), unghii (fig. 101),.mai rar localizări digestive sau . 
pulmonare. At i | l i 


Debutul este în prima sau a doua copilărie, iar evoluţia este cro- 
nică, ajungind uneori: pînă la vîrsta adultă, sfîrşitul fiind de rezulă letal. 

 Candidozele generalizate au o gravitate deosebită, ele provocind fie 
leziuni întinse, cutante sau ungheale, fie localizări viscerale. Au fost des- 
crise astfel de cazuri, majoritatea cu punct de plecare cutanat, dar du- 
cînd la deseminări în mușchi, cord, rinichi, creier, ochi, oase (Eschwege, 
1958 ; Arso, 1965 ; Kiss, 1966 ; Collins şi colab., 1983; Paleasto $i colab., 
1983 ; Beurey si colab.,:1985). ID: i 
= — Septicemii candidozice se intilnesc mai freevent în ultima vreme. 
Ele au fost, semnalate ca putînd apărea după antibioterapie prelungită 
(Martin, 1971; Lundell, 1973), după un cateterism (Drouhet, 1968). Di- 
feriti alți autori au mai menționat si discutat aspecte micologice sau cli- 
nice ale acestei afecțiuni atit de grave ;.Barbolla Vacher (1963), Arao (1965), 
Kiss.si Peter (1966), Drouhet (1971), Hocquet.si colab. (1978), Baudraz- 
Rosselet şi colab. (1984). . i iN dtd ns tă pei morală 
. .— Alergia la Candida nu poate fi omisă atunci cînd se discută pro- 
blema drojidiilor patogene. Ravaut şi Rabeau au atras cu, multi ani in 
urmá atentia asupra unor reactii alergice la distanță de focarele micotice 
cutanate, de pe mucoase sau viscerale. Au fost descrise ca manifestări aler- 
gice provocate de Candida : colite, urticarii cronice, prurit anal, prurit 
generalizat etc. (Holti, 1966 ; Kashkin, 1974; Török, 1980). La 70 bol- 
nave de candidoze vaginale cronice, avînd si manifestări alergice, Kudelko 
(1971) a asociat tratamentului antifungic şi pe cel antialergic, cu foarte 
bune rezultate. | | 


45.13. DIAGNOSTICUL DE CANDIDOZĂ 


Diagnosticul se pune pe baza următoarelor elemente : evidenţierea la 
examenul microscopic de celule levurice şi pseudomicelii, din materialul 
patologic ; abundența coloniilor de Candida pe mediul de cultură:, semne 
clinice caracteristice ; dispariţia leziunilor. în urma tratamentului specific 
administrat ; diagnosticul serologic, imunologic, este necesar in unele ca- . 
: zuri; îndeosebi în localizări viscerale sau generalizate ; inoculári.experi- 
mentale pe animale de experienţă. | ue quot E 

în afara examenului direct si culturilor prezentate mai inainte, se 
mai folosesc metodele descrise in continuare... dyeniieris zug ois iá 

1) Intradermoreactia: cu: antigeni fungici specifici este o metodă de 
diagnostic ce pune în evidenţă răspunsul alergic al organismului faţă de 
agresiunea provocată de agentul fungic. Levurina este un antigen pre- 
parat dintr-un filtrat de cultură de C. albicans. A PARIS A l 
¿© “Antigenul specific este injectat intradermic, 1—2 diviziuni de mili- 
litru, pe faţa anterioară a brațului, pentru a' se obține o papulă. Con- 
comitent cu intradermoreacția la levuriná se face si o alta, cu ser. fizio- 
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logic, ca martor. La citirea rezultatului se pot observa : reacţii imediate, 
după 20—30 min, întilnite uneori, care au însă o valoare discutabilă ; 
reacţii pozitive sau negative, după 48 ore ; reacții intirziate, după 5—7 zile. 
La 48 ore, citirea reacției poate arăta : o reacţie slab pozitivă, trecă- 
toare, care nu se ia în consideraţie; o reacţie pozitivă sub forma de 
placard eritematos infiltrat, de 1—2 cm 'diametru ; o reacţie intens po- 
zitivă cu un placard eritemato-veziculos, uneori edematos; de dimensiuni 
mai mari. Reacţiile intense pot fi însoţite si de fenomene generale : stare 
febrilă, curbatură, cefalee, iar uneori de o reacţie de ‘focar; cu exacer- 
barea focarelor de boală existente. PEVNA . v 
- "Valoarea intradermoreactiei la levurină este mai redusă într-o in- 
fectie cu Candida, însă este importantă în unele manifestări alergice : 
eczeme, astm, urticarie, prurigo, strofulus, edem Quincke (Drouhet, 1971). 
Aceste manifesüri pot fi provocate de un focar candidozic cutanat, pe 
mucoase, intestinal, ce trebuie depistat. gura i 

. 2) Reacţiile serologice şi imunologice au căpătat in ultimii ani o 
utilizare mai largă. Dacă aglutininele anticandida oferă rezultate pozi- 
tive la persoane. normale, în proporţii foarte largi, reacția de fixare a 
complementului are o valoare de diagnostic mai mare (Drouhet, 1971). 

Rimbaud şi colab. au găsit această reacţie poztivă la 35/) din persoa- 
nele sănătoase si la 620/, din cei ce prezentau leziuni clinice de candidoză. 
Antonescu (1962) a găsit reacţii de fixare a complementului pozitive la 
96 din 100 bolnavi de candidoze în timp ce, dintre cei sănătoşi, reacţii po- 
zitive aveau numai 12,5%/. | | | ie 

Prin tehnica imunodifuziunii în geloză, Taschdjian 
$i colab. au demonstrat prezența precipitinelor serice la bolnavii cu can- 
didoze profunde. Imunofluorescenta a fost folosită pentru a. decela anti- 
corpii în serul bolnavilor de candidoză. Tehnicile amintite sînt laborioase 
si nu pot fi cuprinse în acest capitol decit ca semnalare. 

. 8) Inocularea experimentală în animale de laborator este utilizată pen- 
tru -a stabili patogenitatea unei. specii izolate dintr-o leziune -micotică. 
Inocularea experimentală a speciilor de Candida se face în vena marginală 
a urechii la iepure. În unele cazuri se mai poate folosi vena cozii la ṣo- 
bolani sau vena penisului la cobai. După introducerea cu' ansa a unei 
porţiuni de cultură de Candida de 48 ore in 10 ml ser fiziologic, se inocu- 
lează 0,5 ml. Un rezultat pozitiv al inoculării constă în moartea anima- 
lului după cîteva zile prin infecţie generalizată. À 

. Referitor la patogenitatea tulpinilor de Candida, Drcuhet (1971). a 
obtinut urmátoarele rezultate : la C. albicans toate tulpinile inoculate in- 
travenos la iepure au provocat moartea animalelor in 3—7 zile ; la C. tro- 
picalis — din 6 tulpini. 3 au provocat moartea animalelor, iar 3 le-au 
produs leziuni renale sau cerebrale ; o tulpină de C. pseudotropicalis (din- . 
tr-o septicemie), inoculată la cobai, a produs moartea animalului ; dintr-o 
tulpină de C. gulliermondi inoculatá la ciine s-a obținut-o endocardità can- 
didozică. experimentală. 


451.4, INCIDENŢA DIFERITELOR SPECII DE CANDIDA ÎN LEZIUNI . 


„După cum este cunoscut, agentul etiologic principal al candidozelor 
este C. albicans. În cazuistica loboratorului de micologie al Centrului Der- 
mato-Venerologic Bucureşti, C. albicans a provocat 89,70/0 din balanite, 
79,20% din intertrigouri, 79,10/ din cazurile de onixis şi perionixis, 68,10% 
din candidozele bucale, 64,8?/; din vaginitele candidozice. Alte specii de 
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un număr mai redus de îmbolnăviri.. ` an it te 

Paetzold si colab. (1979) constatá in cazuisticá proprie de candidoze 
următoarea reparaţie a speciilor : 80,294 C. albicans, '7,9/a. C. tropicalis, 
5,2 C. parapsilosis, 39/, C. guilliermondi. . i 


Candida sînt în mult mai mică măsură patogene. Aceste specii au produs 


Drouhet (1971), studiind 640 tulpini de Candida, a găsit: 780%% C.albi- 
cans, 1,19/5 C.tropicalis, 3,99% C.pseudotropicalis,. 1,8% Candida din grupul 
Krusei. În ce priveşte leziunile provocate, acestea au fost următoarele : 
C. albicans a provocat cele mai multe şi variate localizări; C.tropicalis si 
C.pseudotropicalis mai ales pe mucoasa bucală si. bronsicá ; C.krusei loca- 
Jizări cutanate si vaginale ; C.gulliermondi in spută şi pe piele,.saprofità ; 
C.pseudotropicalis — o pneumopatie subacută ; C.parakrusei — un abces 
subcutanat. saii aj vo ber id Nm imd cive oss 
.. jn cercetările! făcute Kapica si colab. (1968) au găsit C.albicans în 
790, din culturile de Candida, iar Vanbreuseghem: (1970) in.78,95/) din 
culturi: De :Clossets si colab. (1980) a. găsit următoarea proporție dintre 
speciile patogene de Candida :. 87% C.albicans, .1,79/9. C.tropicalis ; 0,89/ 
C. krusei ; 0,89/, C.parapsilosis. între celelalte levuri izolate autorii men- 
tioneazá Torulopsie glabrata (3,5%): si Trichosporum cutaneum. (0,89/,). 

In 1986, Michel-Ngujen si colab., studiind 4 200 tulpini de Candida 
au găsit: 66,40/, C.albicans.; 13,09. C.tropicalis ; 2,7090 C.parapsilosis ; 
2,70/, C.krusei ; 2,6% C.pseudotropicalis. . AUTE. mitad 

Cu acelaşi prilej s-a stabilit ponderea: diferitelor specii de Candida 
si variate localizări candidozice (tabelul 25). $ 


A! | Tatelul 25 
aail e Ne "— iis 
-- Localizári,: 95 [x dE 


Specia 


< | vagi- | diges- uri- | pulmo- |. siste- 
| cutanate | hale | ^ tive nare -|> nare .| mice 
C.. albicans 69 . -79 77 525 63: : 77,5 
C. tropicalis .. Or „4 7 r5: 48912: dT enda: 
C., pscudotropicalis .. 2X». 0,5 3,5 "uo pia 3,5 0,5 
C. parapsilosis. — .' DA Ter 2,5 ir. 2 n5 
C. krusei (05 0,5: 3 ZEN 355 157 


.' Nu se poate încheia o expunere asupra Candidei, a principalelor sale 
specii și a manifestărilor clinice provocate, fără. o enumerare, chiar ȘI 


numai succintá,.a principalelor mijloace terapeutice. ` 
45.15. CITEVA DATE PRIVIND TRATAMENTUL CANDIDOZELOR 


Tratamentul leziunilor provocate de Candida trebuie să ţină seama 

de localizarea respectivă şi de stadiul în care se află acestea. di 
In afára indicaţiilor clasice cunoscute, s-au introdus în ultimii ani 
antibioticele antifungice, derivații imidazolici, triazolii, alilaminele, cu ac- 
tiune antifungicá puternică si care dau rezultate terapeutice superioare. 
..Fatá de Candida sînt active concentraţii minime inhibitoare. (C.M...) 
de 2,5—5 ug/ml Stamicin (Cámuniescu și colab., 1973), 1—3 gg/ml Fe- 
nosept (Cojocaru si colab., 1973), 0,04 «g/ml. 5-F'luorocitosiná (Drouhet, 
973). Guillot și colab. (1986) constată cá 70/, din tulpinile de Candida 
sint -sensibile la 0,19 ug/ml 5FC. Amphotericina 'B s-a dovedit activă 
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faţă de Candida la C.M.I. de 0,4 v g/ml (Gargani, 1982). Valori ceva mai 
mari au gásit pentru Amphotericină : 1 aa b md 1978), 4 «g/ml 
(Hamilton-Müller, 1972). 

-u Dintre imidazoli, Clotrimazolul este activ cu o C.M.I. de 1,2 g/ml 
fată de 649/4 din tulpinile de Candida, iar cu 5 pg/ml faţă de 98%, din 
aceste tulpini (Wehrspann, 1971). În ceea ce privește Econazolul, o C.M.I. 
de 7,5 ug/ml este activă faţă de tulpinile Candida (Seguela și colab. 1978). 
Un, studiu” pe 77 tulpini de Candida a arătat că C.M.I. de 7,5 g/ml Eco- 
nazol este activá (Van Custen, 1985). A fost semnalatá, de asemenea, ac- 
 tiunea deosebit de bună faţă de Candida a Terconazolului, ca Si a unui 
produs nou in curs de experimentare, Terbinafin (Cawenbergh, 1984). 

În intertrigourile candidozice, în formele zemuinde 
se începe cu uşoare atingeri cu nitrat de ar gint Si cu aplicaţii de paipa 
mente umede cu musetel. 

Se pot face badijonări cu o soluţie apoasă de Ta sau de violet 
„de gentianá 19/9, ori se aplică o mixtură cu Stamicin. In continuare se 
poate aplica o pomadá cu Fenosept sau Stamicin, ori crema Nidoflor. Pot 
fi utile si aplicatiuni locale ale unor REIHE ca: Pimaricin, 5-Fluoroci- 
tosină, Clotrimazol, Miconazol, Econazol. 

În spaţiile interdigitale ale miinilor si ale picioarelor se poate fiece 
de la început la aplicarea de pomadă, făcută; prin masaj prelungit. Atit 
la degetele picioarelor cît şi în pliul interfesiar este necesar, în unele 
cazuri, să se facă izolarea cu un pansament. 

În intertrigourile candidozice ca şi în alte EAN TA cutaneo-mu- 
coase, au fost obţinute bune rezultate prin tratamentul local cu Bifonazol 
(Galimberti, 1984; Lalosevic, 1984). De asemenea, rezultate considerate 
ca „impresionante“ a obținut cu.Terconazol aplicat local VP energii, 
1984 4 

s leziunile. candidozice ungheale (onixis si perio- 
nixis) pot fi utilizate : 

-= — pomada cu Fenosept sau cu Stamicin, ori crema Nidoflor în apli- 
catii locale de 2—3 ori pe zi, timp de cîteva luni, sub forma de masaj 
insistent. Pentru amendarea fenomenelor inflamatorii periungheale . se 
poate aplica local şi un cortizonic : Flumetazon pivalat, Fluocinolon ace- 
tonid etc. ; 

— bài locale cu Fenosept (o nud de soluţie 2% Qo la un pahar cu 
apă fiartă şi răcită) ; 

i— se po utiliza şi pansamente oclusive cu creme de' Clotrimazol, 
Pimaricin, 5-Fluorocitozină, Miconazol, Bifonazol, Isoconazol. 

În cazurile de onixis- perionixis candidozic se pot obtine bune rezul- 
tate si numai prin tratament general cu Ketoconazol, 200 mg. pe zi (o 
tabletă), timp de 7—9 săptămîni (Török, 1982). 

Candidoza bucală beneficiază de tratamentul cu Stamicin, niz Sita 
cîte 8—10 drajeuri zilnic, timp de 10—12 zile, supte, ori sub formă de sus- 
pensie Nistatin picurată în gură de 5—6 ori zilnic, 10—12 zile. Se pot 
face, de asemenea, badijonări cu o suspensie de Stamicin sau cu o soluţie 
de gentianá. Zilnic se va face de mai multe ori gargará cu ceai de musetol, 
cu bicarbonat de sodiu 20%. În locul Stamicinului se pot folosi drajeuri 
de Pimaricin sau. Pimaricin suspensie:2,59/,. 


Rezultate deosebite au obţinut prin folosirea de tablete de Ketoco- 
nazol per os, 200 mg (o tabletă) zilnic, timp de 5—10 zile Drouhet (1980), 
Egere (1982), Cojocaru (1985). 
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În candidoza bucală: la. sugari se poate. utiliza. o suspensie de Ketoco- 
nazol 20 mg/ml, cite un ml, de trei ori pe zi, datà cu | dingurita: sau in 
amestec cu lapte, timp de 2 săptămîni. 

in perleșul comisural se obţin bune rézültate- prin folo- 
Sirea de pomadă cu. Fenosept sau cu: Stamicin, aplicate de. 2—3'ori pe 
zi sub forma.de masaj. Cînd bánuim si un agent microbian (stafilococ), 
se poate. include, de asemenea, Negamicin sau Tetraciclinà 39/5 ori se 
poate folosi produsul Nidoflor. Mai pot fi utilizate cremele antifungice 
menţionate, deja : Pimaricin, 'Clotrimazol, “„Miconazol, ai Itraco- 
nazol etc. iri s * 

^NMaginita candidozică saisplindé teo iin aentur cu 
ovule de Stamicin (500 000 unităţi la un ovul) introduse zilnic, seara la 
culcare, timp: de :15—20 zile „după ce se face. în prealabil o irigație vagi- 
nalá cu bicarbonat de sodiu 200 eo în ceai ex musetel. In des cazuri este 
necesará repetarea. Cute 

Alte medicatii'ce pot fi atilizate în candidoze sina sint : Pima- 
ricin, tablete vaginale cu acţiune anticandidozică ; Clotrimazol, tablete 
vaginale în cure “de 6 ori (mai bine) 12 zile; Amphotericina B. („Fungi- 
zone“), comprimate ginecologice. Mai: poate fi folosită crema Miconazol 
20/ introdusă cu ajutorul unui aplicator vaginal timp de 2 săptămini, ori 
comprimate vaginale de Miconazol: 

În ultimii ani s-au produs îmbunătățiri in tratamentul vaginitei can- 
didozice, indeosebi in sensul comoditátii şi al'scurtárii duratei tratamen- 
tului local la 3 zile și apoi, la o singură zi. Au început, să fie administrate 
doze unice de tratament intravaginal folosind un singur ovul cu unul 
din produsele : "Clotrimazol 500 mg. (Krause, 1981; Burmucic, 1984 ; 
Hughes, 1984), Miconazol 1 200 mg (Yo Le Sian și colab., '1980), Isoco- 
nazol 2 tablete de 300 mg o dată (Tauber, 1983 ; Cohen, 1984); Tioconazol 
300 mg (Waisser și colab., 1984), Oxiconazol (Goweia, 1984). ` 
„Un tratament comod al candidozei vaginale îl constituie sint 
reà de Ketoconazol.per.os, 2 tablete zilnic (400. mg) timp de 5 zile (Bal- 
san, 1982 ; Ben Ismail, 1984 ; Cojocaru, 1985), fără nici un tratament local. 

| "În 1986 au fost demonstrate și bunele rezultate obţinute în candi- 
doza vaginală cu un derivat de triazol, Itraconazolul atit în administr area 
per os, cît si bucală (Van Cutsem, 1986). 

În vaginitele candidozice, pentru realizarea unor. VET durabile, 
de cele mai multe ori este necesará si tratarea. partenerului. 

În vulvovaginitele candidozice la fetițe, se utilizează o suspensie de 
Stamicin 500 000.U în ser fiziologic (sau Pimaricin) ce se introduce cu 
a sondă Nelaton sau cu o pară de cauciuc. De la introducerea Ketocona- 
zolului cu administrare per os, în cazurile amintite este. desigur de pre- 
ferat acest, tratament (tablete „Nizoralt).. i 

În cazurile in care: răspunsul favorabil la: tratamentul er cae popă Ala 
intirzie, Longhin si. Antonescu (1967) recomandă imunoterapia specifică 
'cu-un extract glucido-lipidic de C.albicans. | 

În balanita candidozicá tratamentul constă în aplicarea 
locală timp. de 2—3 săptămîni a pomezii cu Fenosept. Uneori se pot ob- 
tine rezultate favorabile in numai 5—7 zile, Bune. „rezultate dă şi un 
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unguent cu Stamicin. În unele cazuri sînt necesare si spălături preputiale 


cu bicarbonat de sodiu 20% in musetel, cu posee (i epo s ste- 
rile pentru separarea glandului. 


Se pot folosi si unele produse mai noi, ca: Pimaricin; Kobe; 


"Miconazol, 'Econazol, Bifonazol, Oxiconazol, Ketoconazol etc. Se va fee 


Si tratarea, partenerului. 


În otomicozele andidozice tratamentul local este de 
cele mai multe ori suficient, in aplicaţii de creme cu Fenosept, Stamicin, 
Pimaricin, Clotrimezol, Miconazol si cu deriv ati imidazolici mai noi ca 
Bifonazol, Isoconazol etc. Li 


Granulomul candidozic, candidozele viscer rale 
ca și septicemiile candidozice necesită un tratament pe cale 
gencrală cu Am photericina B („Fungizone“) administrată timp de luni 
de zile. Tratamentul se face numai în condiţii de spitalizare, dat fiind 
unele fenomene de intolerantà și dificultăți de administrare.prin per- 
fuzii. ` 
" În. dif: ani, În infecțiile candidozice severe, 5-Fluorocitosina 
(„Ancotil“) este tot mai mult folosită, sub forma de tablete, in doze de 
200 mg pe kilocorp zilnic, timp de 10—20 săptămîni, în candidozele vis- 
cerale, in infectiile candidozice urinare, in septicemii candidozice. 

Clotrimazolul sub formă de ‘tablete a fost folosit. în. doze de 60 mg 
pe > kilocorp în candidoze sistemice. S-a constatat însă o toxicitate mai 
mare 

E candidozele TW SHIRE Ketaconazolul-- administrat. per os 400 — 
600:mg zilnic a.dat bune rezultate, menţionate de Ishibashi 11983); Ko- 
zina (1984), Beurey si colab. (1985). 


În candidozele cutaneo-mucoase cronice, atit de 
rezistente la unele tratamente, au raportat rezultate bune după adminis- 
trárea Ketoconazolului per os: Drouhet şi. colab. (1980), Hay si colab. 
(1982), Egere si colab. (1982), Ferraut si colab. (1984), Williamson și colab. 
(1985) si altii.'Rezultatele bune se explică prin aceea că concentraţia mi- 
nimă inhibitorie a Ketoconazolului faţă de tulpinile de Candida este de 


0,1 ug/ml în 23%/, din cazuri si de 10 ug/ml la 987 din tulpini (Van 
Cutsem, 1985). 


4.5.1.6. MĂSURI PROFILACTICE 


Datorită răspîndirii mari a candidozelor, în afara măsurilor tera- 
peutice menţionate Sînt de luat în considerare şi unele măsuri profi- 
lactice. Dintre acestea se pot cita : 


— examinarea periodică a gravidelor Si tratarea candidozelor de- 
pistate ; ; 


— la nou-născuţi profilaxia Tute til lut periodic al persona- 
lului. de îngrijire și tratarea celor bolnavi, sterilizarea corectă a instru- 


mentarului, precum și profilaxia medidgmentoasă cu antifungice, in unele 
imprejurári ; 

— ja copiii mici tratamentele prelungite cu antibiotice antibacte- 
riene vor fi asociate cu Stamicin. 

„La adulti, în tratamente prelungite cu antibiotice, corlicostâroizi, ci- 
tostatice etc. se va adáuga tratamentul profilactic cu Stamicin. 
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4.5.2. CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS - 

Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin 1901 a fost denumit 
in cursul timpului cu o serie de sinonime dintre care Langeron si-Van- 
breuseghem (1952) citează : Saccharomyces sp.' (Busse, 1894); Saccharo- 
myces neoformans (Sanfelice, 1985); Cryptococcus hominis: (Vuillemin; 
1901) ; Torula neoformans (Weiss) ; Torula histoliticum (Castellani, 1928) ; 
Cryptococcus meningitidis (Dodge, 1835), Lebarryomyces hominis. (Fodd 
şi Hermann, 1936).. = . TETTE : IL iR e 
„ Această specie patogenă face parte din clasa fungilor imperfecti... .. 

Materialul patologic .poate fi prelevat. din. sputá, puroi, 
lichidul cefalorahidian. Puroiul din leziunile, si masele, tumorale .provo- 
. cate de Cryptococcus neoformans va fi aspirat dacă este posibil. Lichidul 
cefalorahidian este necesar. să fie centrifugat în cazul că, la. examenul 
direct, nu s-a putut observa nimic.. = — D " 


". e n : m m? : 

“Preparatul din materialul patologic poate fi examinat microscopie 
necolorat, însă la o lumină mai redusă, deoarece materialul este transpa- 
rent. Dacă materialul nu este purulent, este de preferat să se coloreze 
cu o picătură de cerneală de India, diluată. La examenul direct se observă 
celule levuriforme rotunde (sferice) sau ovoide, cu dublu contur, încon- 
jurate de o capsulă gelatinoasă, groasă (fig. 103). ace re ae d 
| Ciuperca se dezvoltă bine pe mediul Sabourand la 37°C şi la tempera- 
tura camerei.. Culturile se dezvoltă mai repede la 37°C si ceva mai încet 
la temperatura camerei. Prin aceasta se deosebește Cryptococcus meofor- 
mans patogen de culturile de Cryptococeus nepatogen. ' Rye 

Coloniile crescute la temperatura camerei sint la început levuriforme, 
albe, cutata si granuloase. Ulterior se.dezvoltă o colonie tipică, umedă, 
viscoasá, mucoidă, de culoare crem-cenuşie. its t MEL 

Coloniile dezvoltate la 37° sint mucoide,. vîscoase, de. culoare crem 
spre cenușiu „Şi seamănă uneori cu. culturile de bacili Friedlender. Cul- 
turile se obţin după 10— 20. zile de la insámintarea materialului  pato- 
„logic. | | | | . » Nu 


Y 


M 


Fig. 103. Cryptococcus, neoformans: celule levuri- 
i forme cu dubiu contur. i ^ 0 
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. La microscop, un fragment de cultură ne oferă imaginea de celule 
inmugurite, cu tub germinativ terminal, scurt. Aspecte privind ultrastruc- 
tura C.neoformans au fost descrise in urma studiilor: întreprinse: la mi- 
croscopul electronic (Al-Doory, 1971). Au fost studiate capsula, peretele 
celular, membrana portoplasmicá, precum si alte organite intracitoplas-. 
mice.. - | | DIE 

— "C.neoformans are o arie de ráspindire destul de mare, desi incidența: 
adevărată nu este bine cunoscută. Ajello a arătat cà în S.U.A., între anii 
1952 si 1963:s-au înregistrat (post mortem) 788 cazuri. Swine (1982) men-. 
tioncazá 583 cazuri: de criptococază umană în regiunile din Africa, Ame-: 
rica Centrală si de Sud, Asia, Oceania. TT pol 

“Ciuperca are ca gazdă principală solul. Ea a fost găsită ca saprofită 
în fructe zemoase, în lapte, în fecale si pe pielea unor oameni sănătoşi. 
De asemenea, a fost izolată si din excremente uscate “ale: unor păsări 
(porumbei, canari). Ea poate deveni patogenă pentru om sau animal. 
Emmons a izolat C.neoformans din sol si a explicat posibilitatea conta- 
minării pe această cale a obiectelor folosite la colectarea laptelui. ` 

Acest agent micotic pătrunde în organism mai ales prin traiectul res- 
pirator, dar si prin piele, mucoasa nazo-faringiană, traiectul intestinal. 
Cryptococcus nu se transmite de la om la om si nici de la animal la om. 

Cryptococoza a mai fost denumită torulozá, blastomicoză europeană, 
boala Busse-Buschke. Ea este o infecţie micotică profundă, cu evoluţie. 
cronică, de o mare gravitate, ce afectează de obicei sistemul nervos cen- 
tral si meningele, dar putînd avea ca localizare si pláminii sau alte or- 
gane, pielea, articulațiile. - | | lbs vtae: E mae 

Boala este mai frecventă la adulti între 30 si 60 ani, îndeosebi băr- 
bati (62,509), în zonele: tropicale fiind atinse și persoane avind sub 30 ani 
(Swine, 1982). . La, A 

Semnele clinice diferă în funcţie de formele clinice : goi 

L forma meningo-encefalitică este cea mai des intilnità 
si mai cunoscută. Ea este adesea confundată cu o meningită tuberculoasă, 
provocînd -vertije, depresiune si - instabilitate, cefalee frontală, tulburări 
oculare, hemiplegii etc. Astfel de cazuri au descris: Angulo-Ortega şi 
colab.:(1961) — 24 cazuri din Venezuela ; Leshcenko si colab. (1975), Dancu 
si colab. (1977), Liss şi colab. (1981) — un caz asimptomatic ; De Witt si 
colab. (1982), Bennett (1982), Guessons si colab. (1984) ; 

— forma pulmonară se aseamănă ca manifestări cu tubercu- 
loza pulmonară sau cu un neoplasm. Această formă poate să preceadă pe 
cea meningeală. Cazuri de criptococoză pulmonară au fost depistate de 
Bazex si colab. (1957); Jenkins şi colab. (1982), Middleton și colab. (11 ca- 
zuri — 1982), Kramer si colab. (1983), Bisseru si colab. (1983), Feigni si 
colab. (1983), Henson (1984) ; a D + | Ho 
E — forma cutanatàá mai este denumită si boala Busse-Buschke. 
Aspectul clinic este variabil, de acnee pustuloasă, de ulcere: cronice. fis- 
tulizate etc. Degos (1953) arăta cá circa 209/9 din criptococoze sînt cuta- 
nate. Alte descrieri de criptococoză cutanatá au făcut : Miura şi. colab. 
(1970), Carlesimo (1973), Brunel si colab. (1979), Blanc (o ulceratie a: na- 
sului, 1979), Kruyjswijk (1980) — un bolnav tratat cu imunosupresoare), 
Berti şi colab. (1981), Bell si colab. (1981), Gejer si colab. (1984 — la un 
bolnav imunodeprimat), Berton (1984 — caz cu leziuni diseminate, herpe- 
tiforme), Bourré și colab. (1984), Guessons si colab. (1984) ; 
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— forma cui noduli sau abcese poate simula tümori mixo- 
matoase (Brunel şi colab., 1979). Rareori se poate produce invadarea unor 
organe interne (ficat, splină) sau a unor articulaţii. 

O criptococoză hep'áticá au semnalat Pas si colab. (1983). Leziuni 
criptococozice la nivelul 'prostatei-au depistat - Hinchey ` și. colab. 
(1981), Huyub si colab. (1982), Bramann (1981). Endocardită cu Crypto- 
. coccus. au depistat Boden şi colab. (1979). O criptococozá esofagiană a 
fost descrisă de Jacobs şi: colab. (1984), iar una endoftalmicá de O'Dowd: 
Si. colab. (1983). .Peritonitá cu Cryptococcus. au descris Mazure' şi 'colab. 
(1983). Leziuni osoase (artrită; osteomielită) au fost depistate de Poliner 
Si colab. (1979), Hammerschlag şi colab. (1982), Bunning. (1984). Au fost 
depistate si septicemii cu C. neoformans de către. Ancelle și colab. (1979); 
Plunkett și colab, (1984)... l 

Studii privind. rolul- deficitului imunitar în favorizarea criptococoze- 
lor. au.fost efectuate de. Drouhet şi colab. (1979) referitor. la imunitatea 
umoralá'si de Domer. si colab. (1983), cu privirg la imunitatea, celulară. 

„ Diagnosticul de. criptococoză se pune pe: 

a) Pr ezenta. parazitului micotic in lichidul cefalo- cae tet in „puroi, 
spută sau în alte exsudate. (examen, direct şi culturi). 

b) Biopsia, poate! aduce argumente în “plus. Leziunile. de pe piele, 
din țesuturile subcutanate. sau osoase (asociate ; Me ọbicei cu cele menin- 
geale sáu generalizate) se: prezintă ca o masă ce' abundă in microorga- 
nisme, înconjurate. de celule inflamate eronic si de numeroase ‘celule 
gigante sau "chiar fără. nici o reacție celulară. In. secțiunile, preparate gi 
colorate cu hematoxilină-cozină pot fi identificate microorganisme in- 
mugurite înconjurate. de un material capsular: Se pot obține ` rezultate 
bune si prin'coloratià PAS: 

EN Inocularea la animale de experienţă ne poate, de asemenea, ajuta 
în punerea. diagnosticului. . Materialul infectat recoltat de la bolnav se 
injecteazà intraperitoneal la şoarece. De asemenea, o suspensie salină de 
cultură „pură se va injecta intracerebral sau. intraperitoneal. la. şoarece. 
În. 3—4. săptămîni masa abdominală, .pláminii, si: creierul prezintă ciu- 
perca incapsulată, vizibilă la:examenul direct: sau cu ajutorul cernelii de: 
Indie. Din.aceste leziuni, ciuperca. poate fi din nou cultivatà. Inocularea 
la. animale. este. importantă . pentru: diagnostic, deoarece, IAN speciile 
de Cr yptococcus, numai C. neoformans este patogen. 

d) Proprietăţi fiziologice. (Golvan și Drouhet, 1972): 

...— utilizarea zaharurilor. şi materiilor azotate in s. Metoda 
auxonogramei pune, în evidenţă utilizarea glucozei, maltozei, . zaharozei, 
galactozei, nu însă și a lactozei Și nici a nitratului de potasiu ;. 

-— temperatura la care se dezyoltà este pînă la 37? C. La 40. a 
ciuperca moare; ` 

— act M in proportie ge 0, 9 d E de mediu de Eus c omoară: 
germenul;. 

— testul la: urează este! ev la toate „speciile din genul Cri ypto* 
coccus: | 
"Drouhet si bon (1981), studiind sia total fidibideied la 61 tulpini 
de C; neoformans, constată că ‘serotipurile A si D au fost izolate de la 
om şi. din natură, în timp ce serotipurile B si C numai de la om: 


e) Reacţiile imunologice prezintă în criptococoză un interes mai re-. 
dus pentru diagnostic, deoarece C. neoformans are o slabă putere anti- 


genicá. 
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Diagnosticul diferential al diferitelor localizări: ale criptococozel.se 
poate face astfel: leziunile cutanate, subcutanate si ganglionare pot fi. 
diagnosticate; de: obicei prin culturi și examenul anatomo-patologie. Le- 
ziunile pulmonare. se „diferenţiază. de tuberculoza: pulmonară ori de loca- 
lizări pulmonare de candidoză, actinomicoză, blastomicoză sau coecidio- 
idomicozá. Leziunile criptococice ale sistemului nervos central. trebuie 
deosebite de meningita tuberculoasá, encefalite, tumori sau abcese cere- 
brale, de alte micoze viscerale cu localizare cerebralá (Conant si colab., 
1971). Je T0 TIN i asi NLD -— 
-. — "Tratamentul cazurilor de criptococozá se poate face. cu urmátoarele 
mijloace terapeutice : . : m edt: DIARI ewm 
|^ — Amfotericina B (produsul „Fungizone“) se va administra in per- 
fuzii lente. Tratamentul este bine sá fie inceput incá de la primele semne 
de boală. În cazurile: de criptococoză meningeală este necesar uneori ca 
administrarea să fie si pe cale rahidianá.: l » SHY 

„Se fac 50—150 perfuzii si 10—20 injecții intrarahidiene. Tratamentul 
trebuie continuat încă cel puţin două luni după vindecarea clinică și după . 
obţinerea unui examen micologic negativ. . Continuarea se: poate face 
uneori cu tablete de Amphotericină 'B pe cale orală, de 8—10 ori pe zi 
cite 250 mg. La bolnavii cu stare generală precará se va recurge la doze 
inferioare. i / HINE TU Pt 

Formele. pulmonare, cutanate $i osoase: au. un prognostic ceva mai 
bun, chiar dacă administrarea Amphotericinei B pe cale intravenoasă a 
întîrziat puţin. «. ini at » | nd 

^ -. S-Fluorocitozina sub formă de tablete în doze de 10—15 g pe zi, 
timp de 2—3 luni, poate da bune rezultate. | . * ^M vM 
-+O serie de lucrări din ultimii ani au prezentat bunele rezultate ob- 
tinute cu: j TEE i t. : HL - i eid | 

— Amphotericinà 4-5-Flurocitoziná in meningite criptococice, Bras- 
seur si colab. (1981), Bayardelle şi colab. (1982); . - sul PLU 

, — 5-Fluorocitozină în criptococoza cutanată, Drouhet (1981); . . 

= -— Mieonazol pe cale generală in leziuni cutanate și în meningita 
criptococică, Bee şi Wah (1981), Bennett și colab. (1981); Yti | 

—  Ketoconazol per os in criptococoze cutanate (Bessieres si colab., 
1983). Este. prezentat şi un caz cu insucces la Ketoconazol (Perfect . şi 
colab., 1982);. .. Păi gi Y 

—. Miconazol4-Ketoconazol în tratarea unei meningite cu Cryptoco- 
ccus ce's-a dovedit rebelă la tratamentul cu 5-Fluorocitozină (Dunan și 
colab., 1983) ; d "i - * 
v — Ketoconazol 4-5-Fluorocitoziná in meningita criptococicá experi- 
mentală (Craven si colab., 1984) ; DEIO Y Wr 

Prognosticul cazurilor de criptococozá, care era de regulá foarte grav, 
s-a imbunátátit o datá cu introducerea ín terapie a antifungicelor amintite 
si care duc, într-un mare număr de cazuri, la vindecări sau la importante 
ameliorări. rv avs | olqe is 


4.5.3. PITYROSPORIUM ORBICULARE 
Această specie încadrată în familia Cryptococaceelor, subfamilia 
Cryptococoidee, era considerată ca un saprofit. În ultimii ani, lucrări ale 
lui Gordon, Vanbreuseghem, de Tiege, Keddie, fac o legătură între Malas- 
sezia furfur si Pityrosporum orbiculare, în provocarea pitiriazisului ver- 


371 


sicolor. Astfel, Keddie a obţinut; recent, cu tehnica anticorpilor. fluores- 
cenți, reacţii identice pentru P. orbiculare şi pentru Malassezia furfur. 
Vanbreuseghem apreciază cá P. orbiculare si P. ovale: par a: fi sinonime, 
iar pitirosporoza si pitiriazisul: versicolor ar fi doar aspecte ale aceleiaşi 
micoze. . Ve ARIA RECS gti pi Me : dio" 
^ ^P. orbiculare a fost găsit ca saprofit pe pielea capului la 740/, din 
persoanele internate pentru diferite. afecţiuni. Mai frecvent a fost găsit 
pe trunchi la 909/ din persoane (Roberts, 1969). | i 
McGinley si colab. (1970) susţin: cá P. orbiculare devine patogen cînd 
isi transformă starea de ‘drojdie în cea filamentoasă, producînd atunci 


1 D k 


leziuni de pitiriazis versicolor. Si Canese si colab. (1972) ca.si Bojanovsky . 


și colab. (1978) se referă la':P. orbiculare ca la agentul cauzal al acestei 
boli. i pi cte e A lac hg * 

. Referitor la acelaşi aspect, Catterall si: colab. (1978) constată cá P. or- 
biculare, comensal obisnuit pe pielea umaná, mai ales pe trunchi, este 
o'ciupertă: dimorfá, fiind capabilă să treacă din faza' levuricá saprofită, 
în cea micelianá, în care devine agentul pitiriazisului versicolor. La 
aceeași concluzie ajung Daru şi colab. (1977), precum si Faergeman (1979). 
De altfel, încă din .1969, Gentles:si colab. afirmau cá P. orbiculare şi 
Malassezia furfur sînt : prima, faza saprofită, iar a doua, aceea parazită 
a aceleiaşi ciuperci. . c dauna fi 7 

Burke (1961) a obţinut leziuni experimentale la cobai:cu, P: orbicu- 
lare prelevat; si izolat din leziuni umane de Pitiriasis versicolor. Alte le- 
ziuni experimentale, la animale de laborator si la om au obtinut Drouhet 
si colab. (1980), Faergemann (1981). - = ^ ^. M re 

P. orbiculare a fost descris.de Gordon, care l-a izolat de pe pielea 
unui bolnav de pitiriazis versicolor, ca:şi de pe cea a unor indivizi nor- 
mali. O descriere amplă a fost făcută de Lodder și ISreger van Rij în 


10527. . T | i: 
P. orbiculare se prezintă sub forma de levuri de formă ovală. sau de 
butelie, avînd înmugurire polară. ae RITTER | BE 
"Culturile se fac pe mediul Sabouraud la' care se adaugă monostearat 

` de glicerol si se acoperă cu ulei: de măsline (Faergeman şi colab., 1979). 
Caprrilli si colab. (1978):au cultivat, de asemenea, P. orbiculare: pe un 
mediu ia care au adăugat acid “oleic, colesterol, ‘glicerol, ciuperca fiind 
lipofilă. Culturile se tin la-37*C, timp de 5 zile. Coloniile sînt de culoare 
crem. .: | 

2 © La examenul: mieroscopie al culturii se observă celule icu diametrul 
de 2,3—3,8 u, de obicei sferice (Gentles si colab., 1969), precum si fila- 
menté miceliene, aspectul fiind asemănător cu cel din scuamele prelevate 


s 


de la bolnavi de pitiriazis versicolor (Caprilli, 1978).-La:concluzii similare | 


au ajuns și Guinet şi colab., (1980); A vag fro TL 

: Cercetări întreprinse la microscopul electronic au stabilit cá P. orbi- 
culare produce o substanţă -care inhibă mecanismul normal de pigmentatie 
al epidermei (Nazzaro Porro si colab., 1978). „foi |n 

Pitiriasisul versicolor este o epidermomicoză superficială limitată la 

invadarea epidermului cornos, cu formarea de pete și prezentarea de des- 
cuamatii fine. Boala se intilneste la orice vîrstă dar este mai frecventă la 
tineri şi adulti. Incidenta maximă este în timpul verii, îndeosebi la per- 
soanele care transpiră abundent. ' d Hd i L4 T 

^ Semnele clinice sint: pete de culoare maroniu-deschis, acope- 
rite-de scuame fine, táritoase, localizate îndeosebi pe torace, spate, umeri, 
git, membrele superioare, mai rar .pe cele inferioare..Se pot extinde însă 
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si pe pielea capului, regiunea genitalá, zonele plicilor, fese etc. În forma 
acromică leziunile sînt depigmentate, formînd o reţea de ochiuri albicioase, 
ce contracseazá cu pielea sănătoasă, mai închisă la culoare. | 
Diagnosticul se pune prin examenul microscopic al scuamelor 
(filamente scurte, trunchiate, alături de grümezi mici de elemente ro- 
tunde — spori — grupate în ciorchini) si prin examenul la lampa Wood, 
cara arată o fluorescenţă verzuie. | TN 
Diagnosticul diferential se face cu eczematide pitiriazi- 
forme, cu eritrasma, leucodermii etc. | ti 
; Tratamentul se poate face cu diferite antifungice de uz local: 
badijonări cu hiposulfit de sodiu si apoi cu acid tartric ; diferite tratamente 
locale pe bază de acid salicilic-rezorcină ; alcool iodat cu acid salicilic etc. 
Mai recent s-a utilizat sulfura de seleniu 19/, (,,Selsun*). AME 
^ fn ultimii ani Tolnaftatul, apoi derivatii imidazolici au constituit pro- 
grese în tratamentul acestei boli. A început să fie folosit .Clotrimazolul 
sub formă de cremă sau soluţie (Cojocaru, 1979). Un tratament local cu 
Miconazol cremă a dat, de asemenea, bune rezultate (Van Cutsen şi colab., 
1978 ; Sodally si colab., 1982). lana (lf) nui si x: 
Si mai recent, Ketoconazolul, imidazol de uz oral, a fost introdus in 
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tratamentul pitiriazisului versicolor. O concentratie minimá inhibitorie 
(C.M.1.) de 0,06 ug/ml Ketoconazol este activă faţă de P: orbiculare (Faer- 
gemann, 1982). Bune rezultate. au mai obţinut :. Raush şi colab. (1984), 
Schewach-Millet și colab. (1984), Cojocaru (1985). Ketoconazolul a fost 
folosit timp de 2 săptămîni, uneori 3 săptămîni, cu o tabletă (200: mg) 
zilnic. Profilactic, acest medicament a fost utilizat după schema : 3 zile 
succesive cite 200 mg pe zi in. fiecare lună, citeva luni la rînd (Faerge- 
mann, 1982 ; Raush si colab., 1984). Adi "wwe 

în ultimii 2—3 ani au mai fost utilizaţi si alti imidazoli de uz local, 
ca Itraconazol (Faergemann, 1984) sau Bifonazol (Vena si colab., 1983). 
„Unele. masu ri profilactice se dovedesc utile concomitent cu 
tratarea bolnavilor : fierberea lenjeriei celor bolnavi, interzicerea utilizării 
în comun a unor obiecte de îmbrăcăminte, lenjerie, servete etc. 


4.5.4. TORULOPSIS GLABRATA 
(Anderson, 1917 ; Lodder $i De Vries, 1938) 


Această specie face parte din familia Cryptococaceelor, subfamilia 
Cryptococoide. A mai fost denumită Cryptococcus glabratus. "n 

Cultura se dezvoltă pe mediul Sabouraud sau Kimmig. Coloniile sînt 
de culoare albá-erem, uneori brună, au relief plan $i suprafața cremoasá, 
iar reversul este alb la crem (Rieth, 1975). "UM. A | 
" ^La examenul microscopic ne apar blastospori rotunzi sau ovali, de 
3,5x4,5 v. kevurile sînt caracterizate prin inmugurire multilateralá, ab- 
senta capsulei $t absenţa miceliului (Rieth, 1975). AX 

Alte caractere ale lui T. glabrata sint : Cw | 

— auxonograma : glucoză +, iar galactoză, maltozá, lactoză, rafinoză, 
zaharoză —; 4... îi i ; 

— fermentație : glucoză +, trehaloză +, iar zaharoză, maltoză, lac- 
tozá, rafinozá — ; | | ial: pi ! 5 1 
= = testul la: arbutiná, la etanol, ca si testul ‘Ascher sint negative 
(Vanbreuseghem, 1966 ; Linas, 1986). l | 
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Biologia acestei ciuperci nu. este încă suficient de bine cunoscută. 
Considerată mult timp doar ca. saprofit, ca este tot. mai des izolată din 
traiectul urinar, din vagin: și din intestinul omului si al unor. animale. 
Această levurá pare să se dezvolte mai ales la bolnavi gravi, debilitaţi, 
supuși unui tratament prelungit. cu antibiotice (Kahanpaa, 1975). 

Pentru: confirmarea diagnosticului de infecţie cu 7. glabrata, Kane 
si colab. (1983) folosesc metoda serologicá: de. identificare a tulpinilor. 
Metoda de aglutinare pe lamă este considerată ca : „specifică, uşoară si 
rapidă. 

Incidenţa acestei . levuri este din: ce in ce: mai bine cunoscută. „Astfel, 
. Badillet si colab. :(1985)' constată urmátoarea RES a frovenientei 
celor 32 tulpini izolate la Paris : 
„11 cavitatea bucală; 3 vaginal ; 3 în focala ; 2 pe Sta 1 pe gland ; 
linterfesier ; l unghii miini ; 1 palmar ; 1 axilar ; 7 nepr ecizate. 

© Cind: T.. glabr ata este izolat concomitent cu alte ciuperci! cunoscute 
ca patogene, se ridică unele dubii cu privire la” 'patogenitate. - 

În vaginite, Kimmig si Rieth (1975) găsese T; glabrata la. 10% 
"din 2:604 cazuri cercetate, Sonk (1976) la 187 din 2 003 cazuri, Oriel si 
colab. (1976) 1a 7 din 50 vaginite. pE asemănătoare au mai. făcut 
Natowicz (1975), Meudling (1984) şa. 

În infecţii urinare, Anselm (1974) a izolat T. glabr ata în 

43 probe de urină: Frecvența relativ mare 'a acestei levuri în infecțiile 
urinare este subliniată si ‘de cercetările întreprinse de Takeuki ` Și colab. 
(1981), precum și de Simonoviteh și colab. (1984). 
Infectii renale si abcese perinefretice din care s-a 
izolat T: glabrata 'au fost relatate de : Kaufmann. și colab. (1974), Lafane 
şi colab., (1981), Pesle şi colab. (1982), Thompson și colab. (1983), Khauli 
Si colab. (1983). O' astfel de infecţie, la un copil de' 8 luni- a fost depistata 
de Opsomer şi colab. (1982). . l 

“În endocardite a fost izolat ck glabr ata sf către Less si “colab, 
(1971), iar în peritoni te “această levură a fost găsită de: Rahko si 
colab. (1983), Kashin și colab. (1983), Lavarde si colab. (1984). 
| Și în infecţii ale căilor respiratorii (bronho-pulmonare) a fost 
izolată T. glabrata de către Aimer si colab. (1974), Colona şi, colab. (1980), 
Patterson şi colab. (1982), Gold si colab. (1984). 


În ultimii ani s-au înmulţit şi cazurile de s e p ticemii cu uM gla- 


iz brata, dintre. care.citám cele descrise de Negroni (1966), Bergone si 


colab. (1976), Linas și colab. (1986). Chontet (1982) constată în liter atura 
de specialitate prezenţa a 52 de astfel de cazuri. '- 

. A fost descrisă si. o infec ti ie peri n. atală a nou-născutului cu 
T. glabrata, de cátre Sander si colab. (1983). DON 

Tratamentul de.care. ' beneficiază leziunile: provocate de T. glabr ata 

este în general, similar cu cel al candidozelor. Creșterea acestei levuri 
este inhibată de 3,12 ug/ml de Pimaricin, de 10 ug/ml Miconazol (Refai, 
1973). Amphotericina B a fost folosită cu succes. în tratarea unei perito- 
nite cu T. glabrata (Ranko si colab. 1983), precum &i în septicemii. cu 
T. glabrata (Negroni, 1966 ; Chontet si colab., 1982 ; Pesle si colab., 1982). 
Amphotericina B s-a dovedit utilă faţă de qu glabrata la CMI. de 
0,58 9 g/ml (Seguela si colab.; 1978). 


5-Fluorocitozina este activă in infecții urinare cu T. glabrata (Drde | 
şi colab., 1986), în peritonită (Cochai si colab. 1982), în Seriale cu 
V glabrata (Chontet si colab., od 
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„O C.NLI. de 0,19 ug/ml 5 fluorocitozinà afost activă faţă de T. gla- 


brata (Drouhet, 1973). Vargas (1979) a constatat: cá. sensibilitatea lui 


T.:glabrata este: ceva mai mică decît a Candidei faţă. de Nistatin, Ampho- 
tericină B, Miconazol, iar cea faţă de 5-Fluorocitozină este egală cu a 
Candidei, cu. excepţia, însă, a unor tulpini rezistente. E 

Ketoconazolul activează asupra T. glabrata cu o CMI. “de 0,8— 
64 g/ml (Aerts si colab., 1980). QM | 
^'^ Alte localizări provocate de aceastá levurá au fost tratate cu diferite 
antifungice între care Bifonazol (Barng si colab. 1983). In schimb, Nafti- 
finul, o álilaminá foarte activă faţă de marea majoritate à fungilor pato- 
geni, este ineficace în dozele uzuale. Astfel, 15 tulpini de T. glabrata au 
necesitat C.M.I. de peste 200 ug/ml pentru a fi inhibate, ceea ce face cà 
această medicatie să fie inutilizabilă (Regli si colab., 1984). . 


4.5.5. TRICHOSPORUN CUTANEUM - 
(Beurmann, Gougerot E Vaucher, 1909 ; Ota, 1926) 


| T. . cutaneum era considerat piná acum citiva ani doar ca uri saprofit 
àl pielii. Cu toate acestea, dovezi 'contrarii arată tot mai frecvent posibi- 
litatea ca acest agent fungic să capete un, rol patogen.. : RA 
Este o ciupercă levuriformă ce face. parte. din familia Cryptococa- 
ceelor, subfamilia Trichosporoidelor. De-a lungul anilor i s-a dat nu- 
meroase denumiri sinonime (Rieth, 1975) : Micrococcus „beigeli, Trichos- 
poron beigeli, Geotrichum cutaneum, Mycoderma cutaneum, Geotrichoides 
cutaneus, Chlamidotomus beigeli, Proteomyces cutaneum etc., iar după 
Vanbreuseghem (1966) si : Piedraia colombiana, “'Trichosporon riberoi, 

Trichosporon ovoides., e 1 B inl y 
Se intilneste mai frecvent in Europa, in Japonia, în America; de Sud 


'şi este relativ rar izolată in America de, Nord (Dartry, 1986) Este un 


microorganism ce se găsește de obicei, în sol. Ocazional, la om, poate fi 
izolat de pe piele, din git, din urină. „Sarianti şi, colab.. (1983) l-au găsit 
şi în cROEST. a 


Morfologia ciupercii cuprinde. blastospori Si filamente artrospo- 
rate, precum Și artrospori inmuguriti ce pot fi vázuti la examenul micro- 
scopic. Sporii sint rectangulari si măsoară 2—4 X 3,9—9 lu. Blastosporii 
sînt singuri sau în lanţuri mici. i 4s AMN Yih 

^ . Culturile-ne apar sub forma de colonii de culoare albă, pînă la brună, 
cu relief cerebriform si avînd reversul crem. Ciuperca. se dezvoltă. pe 
mediu cu extract.de malt sau pe mediul Sabouraud. 

| T. cutaneum. nu are proprietăţi fermentative ca alte levuri, dar. asi- 
miloază glucoză, galactoza, zaharoza, meltoza, lactoza. Nu asimilează 


azotul. 

` T. cutaneum. este agentul patogen obișnuit în cazurile de piedra albă 
şi produce noduli moi cenușii, dezvoltați pe peri sau barbă. Nodozitátile 
pot conflua producind adevărate: manşoane sau ca, 0 teacă. La microscop 
se-vede că nodozităţile sint formate din. filamente rotunjite, putînd deveni 
poliedrice prin presiune: reciprocă. Irab m 3n vtl? 

“Diagnosticul di ferential se face cu boli ca: piedra neagră 
(provocată de Piedraia Hortai, un ascomicet, dar la care nodozitatea este 
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reagrá și mai aderentà T tisa de păr; boala se îniilneşte in zonele 
tropicale) ; tricomicoza palmelina (provocată de Nocardia tenuis, localizată 
mai ales în ues si în: r emea pubiană) ; ueria de IN Diva sau phti- 
rius. 

Tratament ul in piedra albă se TAN prin radere. Şi. SINAN 
cu iod și eter in părți egale (Gentles, 1969). 

Dartry Si colab. (1986) constată că, pînă în prezent, au fost: descrise 
$i 25 cazuri de micoze sistemice provocate de. T. cutaneum. La.cei 25 bol- 
navi infecția. s-a; produs pe un teren debilitat.: 60%/, din.ei sufereau de 
o boală hematologică malignă, iar, la. 209/s din bolnavi se efectuase un 
transplant, de. organe. Ceilalţi. 5. aveau :. 1— adenocarcinom: bronsic cu 
metastază cerebrală ; 2 — cazuri produse după extracția cataractei ocu- 
„lare ; 1 bolnav era. heroinoman. Predominau bărbaţii (16 din. 25), iar, vîrsta 
tuturor era de peste 50 ani.. 

În ultimii ani. au fost descrise următoarele cazuri ipa care s-a izolat 
T. cutaneum : 

— endocardită — la un purtător de valve protetice: cardiace (Thomas 
Si colab., 1984), la un heroinoman (Brahn Si colab., SETRA, la persoan2 in 
virstá (Marier Si colab., 1978 ; Moghaed, 1981) ; 

— meningită — la un bolnav. Suferind de. un limfom limfoblastic 
(Datry si colab., 1986) ; 

— hepatică (Korinck şi colab. , 1983); i 

'— pneumonie (Saul si colab., „1981); : 

— abces cerebral (Wattson si colab. 1970) ; 

.— micozá primară gastrică (Szili și! colab., 1980) ; : 

— endoftalmie postoperatorie (Sheikh si colab., 1974) ; 
| "^— diverse micoze sistemice cu T. cutaneum : la un bolnav. cu leuce- 
mie acută „(Gold $i colab., 1981), la bolnavi de hepatită cronică activă 
(Kirmann si colab., 1980), la un bolnav imunodeprimat (Haupt si  colab., 
1983), alte douá cazuri (Evans si colab., 1980) ; 

— - septicemii - — la un bolnav cu leucemie (Rivera şi colab., 1975); 
la un bolnav imunodeprimat. (Sariati, 1983), alte cazuri descrise de Teras- 
hina si colab. (1970), Walsh şi colab. (1982), Oelz si colab; (1983). 

. Tratamentul. acestor cazuri este similar altor micoze sistemice, pot 
fi utilizate” îndeosebi Amphotericina B sau Miconazol pe cale intra- 
venoasă, 5-Fluorocitozina sau Ketoconazol per. OS. 

În 1969, Gentles si-eolab. semnalează Si o altă specie de Tr ichosror un 
Si anume T. capitatum, care poate fi izolat:din sputa unor bronsitici, dar 
și de la bolnavi de rinichi, creier, cord. Această:levură nu are PEUT 
fermentative si asimilează numai glucoza si galactoza. 

. Pe mediu cu extract de malt, 7T. capitatum creşte relativ repede, 
formînd colonii gălbui sau albicioase. La examenul. microscopic se găsesc 
micelii, artrospori, blastospori.. "d 


5.5.6. RHODOTORULA ` 


Genul Rhodotorula din subfamilia Rhodotoruloideae cuprinde levuri 
care formeazá un pigment. carotenoid' (Lodder $i Kreger-van Rij, 1952). 

În 1969, Gentles si colab. semnalau 7 specii de Rhodotorula: Rh. 
mucilaginosa, Rh. rubra, Rh. Seti sa, Rh, pararent, Rh. (Dalbe Rh. mi- 
nuta, Rh. pallida, 
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Desi initial se considera că speciile de Rhodotorula sint doar sapro- 
fite, cel puţin două au fost izolate din surse umane ` Rh. mucilaginosa si 
Rh. rubra. Unii autori le considerá sinonime (Rieth, 1979). | 
„Rh. mucilaginosa prezintă o cultură de aspect mucilaginos, de cu- 
loare roşie, prezentind celule ovale de dimensiunile 2,5—5 yxX4—7 y. 
Rareori se constată si producerea de pseudomicelii. Levura nu are pro- 
prietáti fermentative. Asimilează însă glucoza, zaharoza, maltoza si ga- 
lactoza. | | | E o tii 

Această drojdie a fost izolată din leziuni cutanate si din unghii de 
către Cramer şi Koch (1963), din 22 leziuni diferite de provenienţă 
umană de Stenderup si Pedersen (1962), din sîngele .unor bolnavi de sep- 
ticemie (Louria, 1960 ; Shelburne si Carey, 1962), dintr-un pulmon rezecat 
(Fars si Saaf, 1960), din bilá (Staib, 1958). | W Aot 

. Rh; rubra a fost izolată din sputa si din sîngele unor persoane imuno- 
deficiente (Emmons si colab., 1977). A fost, de asemenea, 'izolată din 
leziuni şi din sîngele unui bolnav de meningită (Pore si colab., 1976), 
dintr-o leziune hiperkeratozică, din jurul unei cicatrice la o bolnavă în 
vîrstă de 12 ani (Schmidt şi colab., 1982), dintr-o infecţie oculară (Segal 
si colab., 1975), de la un bolnav de peritonită (Eisenberg și colab., 1983). 
. . Tratamentul unor astfel de infecţii cu. specii de Rhodotorula este 
acel al oricărei micoze sistemice: Amphotericină B,. 5-Fluorocitoziná, 
Miconazol, Ketoconazol, pe cale generală cum a mai fost amintit. l 
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